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 Les maladies des plantes peuvent être causées par des conditions 
environnementales défavorables liées au climat, à la nutrition et à la pollution ou par 
des agents parasitaires. Ces derniers sont par exemple les virus, les bactéries, les 
oomycètes, les champignons et les nématodes. L'ensemble de ces stress est 
responsable de lourdes pertes agronomiques ; il est estimé que les maladies des 
plantes sont à l'origine de la perte de 14% des cultures mondiales (Agrios, 2005). De 
nombreux travaux de recherche sont donc menés dans ce domaine afin 
d'approfondir nos connaissances sur les maladies des plantes et de pouvoir 
développer de nouvelles stratégies de lutte.  
 Les agents pathogènes peuvent altérer plusieurs fonctions basales des 
plantes en s'attaquant à leurs différents organes ce qui réduit le rendement et la 
qualité des cultures. L'infection des racines les rend incapables de prélever de l'eau 
et des nutriments dans le sol. La prolifération microbienne dans les vaisseaux 
conducteurs perturbe les flux hydriques et conduit au flétrissement. L'infection des 
feuilles, observée par exemple dans les tavelures, les feux bactériens et les mildious, 
interfère avec la photosynthèse. Enfin l'atteinte des fleurs et des fruits limite les 
capacités de reproduction et de stockage des réserves.  
Les bactéries phytopathogènes sont capables d'induire ces différents types de 
symptômes (Figure 1). On compte environ 100 espèces bactériennes 
phytopathogènes, réparties parmi les bactéries à gram-positif et négatif. Les 
bactéries à gram négatif causant des maladies végétales appartiennent toutes au 
règne des protéobactéries, lui-même divisé en 5 sections définies sur la base des 
séquences de l'ARN 16S. Les α-protéobactéries comprennent le genre 
Agrobacterium ; les β-protéobactéries incluent les genres Burkholderia et Ralstonia. 
Les genres Erwinia, Pantoea, Pseudomonas et Xanthomonas appartiennent à la 
classe des γ-protéobactéries. Les bactéries sont disséminées par le vent, la pluie, les 
insectes ou les pratiques culturales. Elles pénètrent dans les plantes au niveau de 
blessures ou d'ouvertures naturelles comme les stomates. Elles occupent le xylème 
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Figure 1. Les symptômes causés par différentes bactéries phytopathogènes
Les protéobactéries phytopathogènes, bien que relativement peu abondantes en nombre 
d’espèces, causent des symptômes très variés comme les tavelures, les flétrissements, les 
galles, les pourritures et les chancres. Elles peuvent provoquer la mort cellulaire dans 
différentes parties de la plante : racines, tubercules, tiges, feuilles, fruits et fleurs. 
Feu bactérien
Erwinia amylovora
Chancre des agrumes sur feuilles et fruits
Xanthomonas axonopodis pv. citri
Pourriture molle sur endive
Erwinia chrysanthemi
Lésions noires sur tomate
Pseudomonas syringae pv. tomato







Xanthomonas oryzae pv. oryzae




sur tomate et pomme de terre
Ralstonia solanacearumGalles sur collet
Agrobacterium 
tumefaciens
  AVANT-PROPOS 
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ou les espaces intercellulaires de différents tissus végétaux regroupés sous le terme 
d'apoplasme.  
Pour proliférer dans leur hôte et établir la maladie, elles utilisent plusieurs 
stratégies de virulence comme la dégradation de la paroi végétale et la production de 
phytotoxines et d'exopolysaccharides. Cependant, une des armes les plus efficaces 
et partagée avec les bactéries pathogènes d'animaux est le système de sécrétion de 
type III. Il permet aux bactéries des genres Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia et 
Ralstonia d'injecter un ensemble de protéines, dites effecteurs de type III (ET3), 
directement dans le cytoplasme des cellules hôtes.  
Le séquençage des génomes bactériens ainsi que l'étude de la régulation du 
système de sécrétion de type III ont permis d'établir les répertoires des protéines 
transitant par ce système. Ainsi, au début de ma thèse, nous disposions d'un 
inventaire des ET3 candidats de la souche GMI1000 de Ralstonia solanacearum. 
L'enjeu suivant de la recherche dans ce domaine était donc de découvrir comment 
l'action de ces protéines pouvait conduire à l'établissement de la maladie. L'objectif 
de mes travaux de thèse fut donc de caractériser la fonction de certains ET3 qui 
nous ont paru particulièrement intéressants soit parce-qu'ils possédaient 
putativement une activité enzymatique inédite pour des effecteurs de type III, soit 
parce-qu'ils contribuaient à la détermination du spectre d'hôte de cette souche.  
Dans l'introduction de ce manuscrit, nous présenterons tout d'abord les 
interactions entre plantes et bactéries en se focalisant sur les implications des ET3 et 
leur rôle dans la virulence mais aussi dans l'avirulence des bactéries 
phytopathogènes. Puis nous étudierons plus en détail la bactérie R. solanacearum et 
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CHAPITRE I.                                                 




Dans leur environnement, les plantes sont constamment entourées d’un grand 
nombre de microorganismes. Dans la plupart des cas, elles parviennent à se 
défendre efficacement contre eux et l’établissement de la maladie reste l’exception. 
En effet, les microbes ne peuvent généralement pas pénétrer dans les tissus 
végétaux du fait de barrières physiques préexistantes comme l’écorce et la cuticule 
recouverte de cires. Pour entrer dans les plantes, ils doivent donc profiter 
d’ouvertures naturelles comme les stomates, ou de blessures. Les micro-organismes 
atteignent ainsi l’apoplasme dans lequel ils doivent faire face à de nouvelles 
barrières, chimiques cette fois, incluant des composés antimicrobiens. En plus de 
ces barrières physiques et chimiques constitutives, les plantes sont capables de 
détecter la présence d’un organisme étranger et d’induire des réponses de défense 
appropriées qui empêchent la croissance microbienne. L’ensemble de ces défenses 
constitutives et inductibles constitue la résistance basale qui permet à la plupart des 
plantes de résister à la majorité des micro-organismes. Cependant, certains micro-
organismes possèdent des armes moléculaires leur permettant de passer outre les 
défenses végétales et de proliférer dans les plantes ce qui conduit dans certains cas 
à la production de symptômes et à l’établissement de la maladie. Au cours de 
l’interaction s’instaure donc un véritable dialogue moléculaire ; l’efficacité des armes 
microbiennes et des défenses végétales conditionne l’issue de l’interaction. Dans 
cette première partie, nous présenterons tout d'abord de manière générale un 
modèle illustrant ce dialogue en l'appliquant plus spécifiquement aux interactions 
entre plantes et bactéries. Ce sera l'occasion d'introduire plusieurs termes utilisés 
dans ce manuscrit. Après cette vue d'ensemble de l'interaction, nous entrerons plus 
en détail dans chacune des composantes du dialogue et nous étudierons les 
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Le dialogue entre plantes et bactéries : une histoire en zigzag  
L’interaction plante/bactérie peut-être illustrée par un modèle en zigzag qui 
est celui qui synthétise le mieux l'état actuel des connaissances dans le domaine 
(Jones and Dangl, 2006) (Figure 2). Ce modèle décrit le dialogue moléculaire établi 
au cours de la coévolution entre plantes et bactéries et mis en place lors de chaque 
interaction. Il montre les issues possibles de l'interaction en fonction des 
déterminants génétiques présents chez chaque partenaire. Lorsqu’une bactérie est 
au contact d’une plante, cette dernière en perçoit la présence par la reconnaissance 
de molécules présentes pour la plupart à la surface du micro-organisme appelées 
MAMP pour microbial-associated molecular patterns ou PAMP pour pathogen-
associated molecular patterns dans le cas des agents pathogènes. Ces molécules 
sont reconnues par différents récepteurs végétaux de la surface cellulaire appelés 
PRR pour pattern recognition receptors. La reconnaissance des MAMP par les PRR 
déclenche des défenses basales à large spectre regroupées dans ce modèle sous le 
terme de PTI pour PAMP-triggered immunity. Ces défenses sont suffisantes pour 
empêcher la croissance des bactéries non-pathogènes dans les plantes.  
Cependant certains micro-organismes ont acquis différents facteurs de virulence leur 
permettant de contourner la PTI ; ainsi certaines bactéries injectent dans les cellules 
végétales des protéines via le système de sécrétion de type III (SST3 ci-après). Ces 
protéines dites effecteurs de type III (ET3 ci-après) diminuent voire inhibent les 
défenses des plantes et permettent la prolifération de la bactérie, qui est alors, de 
fait, un organisme pathogène. La suppression de la PTI ainsi que d’autres actions 
des effecteurs conduisent à l’ETS pour effector-triggered susceptibility. 
Au cours de l’évolution, les plantes ont développé des systèmes de détection des 
ET3 conduisant à la mise en place de défenses spécifiques, plus rapides et plus 
intenses que les défenses basales. Ainsi, la reconnaissance des ET3 est réalisée par 
des protéines de résistance (R) et conduit à l’établissement de l’ETI pour effector-
triggered immunity. Un effecteur ainsi reconnu par une protéine R est appelé 
protéine d’avirulence (Avr) car il est responsable de la perte de pouvoir pathogène 
de la souche bactérienne le possédant sur le cultivar de plante qui produit la protéine 
R correspondante. L’ETI aboutit souvent à la mort cellulaire programmée des cellules 
végétales au niveau du site d’infection ; celle-ci est appelée réponse hypersensible 
(ou HR pour hypersensitive response). De manière comparable à une course aux 










































Figure 2. Le dialogue moléculaire plante-bactérie
A. Le modèle en zigzag illustre l’intensité des réponses de défense végétales mises en 
place au cours du dialogue plante-bactérie. Durant la phase 1, les plantes détectent les 
MAMP (losanges roses) via leurs PRR ce qui déclenche la PTI. Dans la phase 2, les 
bactéries pathogènes délivrent dans les cellules végétales des ET3 (symboles violets) qui 
entravent la PTI ; ceci résulte en l’ETS. Lors de la phase 3, un ET3 (triangle violet) est 
reconnu par une protéine R (en bleu) ce qui active l’ETI, une version amplifiée de la PTI, 
qui franchit souvent  le seuil de déclenchement de la HR. Durant la phase 4 se produit une 
sélection favorable aux souches bactériennes qui ont perdu l’ET3 reconnu (triangle violet)
et/ou qui ont acquis de nouveaux ET3 (ronds violets) qui suppriment l’ETI. L’évolution 
favorise alors l’apparition de nouveaux allèles ou gènes de résistance dont les produits (en 
marron) reconnaissent les ET3 nouvellement acquis ce qui résulte à nouveau en l’ETI. Ce 
zigzag se perpétue tout au long de la coévolution des plantes et des bactéries. 
(D’après Jones and Dangl, 2006)
B. Les évènements moléculaires déclenchées lors des phases 1 à 3 du modèle en 
zigzag.
Phase 1 Phase 2 Phase 3
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contourner l’ETI soit par l’acquisition de nouveaux effecteurs capables de supprimer 
les défenses spécifiques induites par la reconnaissance R-Avr soit par la perte ou la 
modification des protéines Avr de manière à ce qu’elles ne soient plus reconnues par 
les protéines R végétales. L’évolution consiste donc en une acquisition séquentielle 
de nouvelles protéines R par les plantes et de nouveaux effecteurs par les bactéries.  
Au cours d'une interaction donnée, plusieurs évènements se superposent. La plante 
met en place ses défenses basales et éventuellement des défenses spécifiques si 
elle possède une ou plusieurs protéines de résistance capables de reconnaître un ou 
plusieurs effecteurs bactériens. Les bactéries, grâce à leurs ET3, suppriment les 
défenses mises en place et favorisent la libération de nutriments. L’issue de chaque 
interaction dépend donc du répertoire de MAMP et d'ET3 de l'agent pathogène d’une 
part et du répertoire de PRR et de protéines R de la plante d’autre part. L’intensité 
des défenses végétales et l'efficacité des armes bactériennes déterminent l’issue de 
l’interaction : mise en place de la maladie ou résistance de la plante. De manière plus 
fine, cela détermine le degré de développement de la maladie et de résistance de la 
plante. 
 Il est important de noter que ce modèle en zigzag peut s'appliquer à d'autres 
types d'interaction que les interactions plantes/bactéries. En effet, les MAMP sont 
présents chez l'ensemble des micro-organismes ; de plus, la plupart des organismes 
phytopathogènes (bactéries, oomycètes, champignons et même nématodes) 
sécrètent dans l'apoplasme et/ou injectent des molécules dans les cellules végétales 
afin d'altérer les réseaux de défense végétaux et de promouvoir leur virulence (pour 
revue : (Hogenhout et al., 2009)). Les termes génériques "effecteurs" ou "facteurs de 
virulence" sont employés pour désigner ces protéines ou petites molécules qui ont 
une action sur le fonctionnement ou la structure de la cellule hôte. Les plantes quant 
à elles déploient des centaines de PRR et de protéines R contre l'ensemble des 
organismes phytopathogènes. Mes travaux de thèse portant sur l'étude d'une 
bactérie phytopathogène, je focaliserai mon propos sur les connaissances dont nous 
disposons sur l'interaction entre plantes et bactéries. 
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1 L’immunité déclenchée par les MAMP ou PTI 
 
 
L’immunité déclenchée par les MAMP est la première réponse active des 
plantes à la perception d’un micro-organisme. Il s'agit d'une défense non-spécifique 
en ce sens qu'elle est mise en place quel que soit le microorganisme et que celui-ci 
soit pathogène ou non. Elle permet d’empêcher la croissance des microorganismes 
non-pathogènes et contribue à l’immunité végétale contre les agents pathogènes. 
 
1.1 Les réponses de défense de la PTI  
 
La perception des MAMP conduit à de nombreux changements moléculaires 
et physiologiques (Figure 3) (pour revue : (Nurnberger et al., 2004)). Dès les 
premières minutes suivant l’interaction MAMP/PRR se produisent un flux d’ions à 
travers la membrane plasmique responsable d'une alcalinisation du milieu 
extracellulaire, une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium, un 
burst oxidatif avec la production d'espèces réactives de l'oxygène et de l'azote. Pour 
contrer l'attaque des bactéries sont également produits des composés antimicrobiens 
comme les phytoalexines et les protéines PR (pour pathogenesis related). 
L’activation de cascades de MAPKs (pour mitogen-activated protein kinase) conduit 
ensuite à des changements transcriptomiques. Les gènes induits par les MAMP sont 
entre autres impliqués dans la perception et la transduction du signal, la régulation 
transcriptionnelle, la dégradation des protéines, l’action antimicrobienne et la 
réorganisation de la paroi (Navarro et al., 2004; Thilmony et al., 2006; Truman et al., 
2006). Certains gènes induits par les MAMP sont utilisés comme marqueurs de la 
PTI ; c'est le cas par exemple du gène FRK1 (pour flagellin-induced receptor kinase 
1) qui code pour un récepteur kinase induit par la flagelline et du gène NHO1 (pour 
Arabidopsis nonhost 1) qui code pour une glycérol kinase (Asai et al., 2002; Li et al., 
2005). 
 Quelques heures après la perception des MAMP se produisent une 
augmentation de la synthèse d’éthylène, la fermeture des stomates pour prévenir 
l’entrée de bactéries (Melotto et al., 2006) et le renforcement de la paroi (pour revue : 
(Altenbach and Robatzek, 2007)). Ce dernier consiste entre autres en la formation de 
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Figure 3. L’immunité déclenchée par les MAMP ou PTI
Des molécules caractéristiques des micro-organismes appelées MAMP sont reconnus par 
des récepteurs membranaires végétaux dits PRR. Le signal ainsi perçu est transduit par des 
cascades d’activation de MAPK. Cela conduit à une reprogrammation de l’expression 
génique. Les défenses basales sont activées ; elles comprennent la production de composés 
antimicrobiens et d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de l’azote (NO), ainsi que la 
consolidation de la paroi au niveau du site d’infection. L’acide salicylique (SA) joue le rôle 
de messager secondaire promouvant les réponses de défense ; il inhibe la voie hormonale 
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papilles riches en callose sous la paroi végétale au niveau du site d'infection 
(Bestwick et al., 1995) ; ces dépôts imperméables restreignent probablement les 
quantités d'eau et de nutriments accessibles aux bactéries. Enfin, après plusieurs 
jours, se met en place l’inhibition de croissance des jeunes plantes.  
Par ailleurs, les défenses sont coordonnées par des molécules signal de 
nature hormonale telles que l'acide salicylique (SA), l'acide jasmonique et 
l'éthylène (Figure 4) (pour revue : (Robert-Seilaniantz et al., 2007)). La signalisation 
dépendante du SA est essentielle dans les défenses contre les biotrophes. La voie 
acide jasmonique/éthylène protège quant à elle la plante contre les agents 
pathogènes nécrotrophes, les attaques d'insecte, les blessures mécaniques ou 
produites par les herbivores. La voie du SA et celle du JA sont antagonistes, 
l'activation de l'une supprime souvent l'activation de l'autre. De plus, lors des 
défenses basales antibactériennes, les plantes répriment la voie de signalisation de 
l'auxine ; cette inhibition est réalisée par l'intermédiaire du micro-ARN miR393 qui 
régule négativement les ARNm codant pour des récepteurs de l'auxine et qui 
contribue à la résistance contre Peudomonas syringae (Navarro et al., 2006). 
L'extinction de l'expression génique réalisée par les micro-ARN ou RNA silencing est 
un composant clé des défenses basales (Navarro et al., 2008; Padmanabhan et al., 
2009). 
 
1.2 De la reconnaissance MAMP/PRR aux réponses de défense 
 
La reconnaissance MAMP/PRR 
Les MAMP sont des molécules très conservées présentes chez les virus, 
les bactéries, les champignons et les oomycètes qu’ils soient pathogènes ou 
non et souvent essentielles à leur aptitude parasitaire, leur survie ou leur 
pathogénie (pour revue : (Nurnberger et al., 2004; Schwessinger and Zipfel, 2008)). 
Ils sont perçus par les systèmes immunitaires des plantes, des insectes et des 
mammifères. Chez les bactéries, il existe de nombreux MAMP extracellulaires dont 
un des mieux caractérisés est la flagelline (Figure 5). Cette dernière est la protéine 
de structure majeure du flagelle bactérien. Un peptide de 22 acides aminés dit flg22 
correspondant à la partie N-terminale très conservée de la flagelline est suffisant 




















Figure 4. Modèle illustrant les interactions probables entre les voies de signalisation 
hormonale durant les interactions entre plantes et pathogènes.
La résistance est principalement contrôlée par deux voies hormonales antagonistes : SA 
et AJ/Et. Elles promeuvent respectivement la résistance contre les agents pathogènes 
biotrophes et nécrotrophes. L’auxine et les cytokinines induisent la voie AJ/Et alors que 
l’acide gibberellique induit la voie SA. L’ABA quant à lui favorise la sensibilité aux 
agents biotrophes et nécrotrophes et semble donc agir comme un régulateur négatif des 
défenses contre les stress biotiques. Il joue par contre un rôle crucial dans les réponses 
aux stress abiotiques.
(D’après Robert-Seilaniantz et al., 2007)
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bactériennes intracellulaires peuvent aussi éliciter des défenses végétales. Il est 
possible que ces protéines deviennent "visibles" par la plante en étant libérées de 
bactéries mortes ou en étant en partie localisées au niveau de la membrane ou 
sécrétées. C’est le cas de la protéine bactérienne CSP (pour cold shock protein) 
(Felix and Boller, 2003) et du facteur d’élongation de la traduction EF-Tu (Kunze et 
al., 2004). Les réponses de défense des plantes peuvent aussi être activées par des 
toxines bactériennes (Qutob et al., 2006) ou par des composés végétaux, d'origine 
pariétale par exemple, libérés spécifiquement par l’action des pathogènes. Ces 
composés révélateurs d’un soi modifié ou infecté sont appelés DAMP pour danger-
associated molecular patterns ou MIMP pour microbe-induced molecular patterns. 
Par exemple, les plantes reconnaissent les oligo-galacturonides libérés des parois 
végétales sous l’action des enzymes hydrolytiques fongiques (Vorwerk et al., 2004).  
Chez les animaux et les végétaux, les MAMP ou plus précisément des 
domaines conservés des MAMP sont reconnus par des récepteurs de la 
surface cellulaire dits PRR (pour revue : (Altenbach and Robatzek, 2007; Zipfel, 
2008, 2009)). La plupart des PRR sont des receptor-like kinases (RLK) ou des 
receptor-like proteins (RLP). A l’heure actuelle, un nombre limité de PRR a été 
caractérisé chez les plantes (Figure 5). Chez Arabidopsis, la flagelline et EF-Tu sont 
respectivement reconnus par les RLK FLS2 (pour flagellin-sensing 2) et EFR (pour 
EF-Tu receptor) (Chinchilla et al., 2006; Zipfel et al., 2006). Il a récemment été 
montré que la RLK CERK1 (pour chitin elicitor receptor kinase 1) qui est nécessaire à 
l'élicitation de la PTI par la chitine fongique (Miya et al., 2007; Wan et al., 2008) 
participe aussi à l'immunité contre les bactéries (Gimenez-Ibanez et al., 2009). 
D’autres récepteurs à des MAMP bactériens restent à découvrir ; ils sont à 
rechercher parmi les centaines de RLK et RLP codées par le génome d’Arabidopsis 
mais il pourrait aussi s’agir de protéines sécrétées ou cytoplasmiques comme c’est le 
cas chez le soja avec le récepteur de l’heptaglucane (Fliegmann et al., 2004). 
L’identification des PRR a permis de démontrer l’importance de la perception des 
MAMP dans les défenses végétales. En effet, l’absence de PTI augmente la 
sensibilité aux bactéries normalement peu virulentes (Hann and Rathjen, 2007). La 
PTI est également importante dans l’immunité contre les pathogènes. Des mutants 
fls2 d’Arabidopsis sont par exemple plus sensibles à P. syringae pathovar syringae 

































Figure 5. La reconnaissance MAMP/PRR.
Les RLK comme FLS2 et EFR sont composés d’un domaine extracellulaire de liaison 
au ligand et d’un domaine intracellulaire Sérine/Thréonine kinase ; ils ont une double 
fonction de récepteur et de signalisation. Les RLP comme LeEIX et CEBIP n’ont pas 
de domaine d’activation intracellulaire et agissent donc probablement avec d’autres 
composants représentés ici en gris. Chez Arabidopsis, la RLK CERK1 est nécessaire à 
la réponse à la chitine ; il reste à déterminer si elle constitue le site de liaison de la 
chitine ou si elle interagit avec d’autres PRR comme des orthologues de CEBIP. Chez 
le Soja, le récepteur de l’heptaglucane est une protéine soluble GBP. 
(D’après Zipfel et al., 2008) 
Répétitions riches en leucine (LRR)
Domaine LysM
Liaison physique MAMP/PRR démontrée




LeEIX : Lycopersicum esculentum ethylene-inducing xylanase receptor
CEBIP : chitin oligosaccharide elicitor-binding protein
GBP : ß-glucan-binding protein
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 Il existe une certaine spécificité de reconnaissance des MAMP. Une espèce 
végétale donnée reconnaît certains MAMP et pas d'autres. Ainsi, Arabidopsis détecte 
EF-Tu et flg22 mais pas l'éliciteur Pep13 dérivé d'une protéine pariétale de 
Phytophtora sojae (Brunner et al., 2002; Nurnberger et al., 1994; Zipfel et al., 2006). 
D’autre part, la contribution d’un PRR donné dans l’immunité végétale varie selon le 
micro-organisme considéré. Chez Arabidopsis, FLS2 est important dans la défense 
contre P. syringae pv. syringae DC3000 (Zipfel et al., 2004) mais il n’influe pas sur la 
croissance de souches virulentes de Xanthomonas campestris pv. campestris (Sun 
et al., 2006). D'autre part, la flagelline de Ralstonia solanacearum n'est pas un 
éliciteur de la PTI chez Arabidopsis (Pfund et al., 2004). 
 
La signalisation en aval de la reconnaissance MAMP/PRR 
La transduction du signal par les PRR est un mécanisme encore peu connu mais 
des études récentes ont permis d'identifier certains éléments participant à l'activation 
de FLS2. La liaison directe de flg22 à FLS2 conduit à l’endocytose de FLS2 depuis la 
membrane plasmique vers des vésicules mobiles intracellulaires (Robatzek et al., 
2006). De plus, FLS2 interagit avec la RLK BAK1 (pour Brassinosteroïd insensitive 1-
associated kinase 1) qui était jusqu’alors connue pour ses rôles dans la signalisation 
des brassinostéroïdes et dans le contrôle de la mort cellulaire (Chinchilla et al., 2007; 
He et al., 2007a; Heese et al., 2007) (Figure 5). Suite à son interaction avec FLS2, 
BAK1 agit comme un transducteur du signal et régule positivement les réponses à 
flg22 (Chinchilla et al., 2007). BAK1 est en réalité un élément commun à la 
perception de nombreux MAMP tels EF-Tu  (Chinchilla et al., 2007; Heese et al., 
2007). Il est donc probable que BAK1 régule l’activité de PRR autres que FLS2.  
La signalisation de la PTI en aval de l'activation des PRR consiste en des 
cascades d’activation de MAPKs conduisant à la régulation de facteurs de 
transcription WRKY qui eux-mêmes activent des réponses de défenses (Pour revue : 
(Pedley and Martin, 2005; Pitzschke et al., 2009). Les cascades de MAPKs sont très 
largement utilisées par les eucaryotes pour intégrer des signaux et les connecter à 
des réponses cellulaires spécifiques. Les MAPKs sont particulièrement nombreuses 
chez les plantes. Chez Arabidopsis, la perception de la flagelline conduit à 
l’activation de MPK3/6 (Figure 6) (Asai et al., 2002; Suarez-Rodriguez et al., 2007). 
Cette voie de signalisation déclenche des défenses contre un large spectre de 
pathogènes, bactériens et fongiques. La PTI déclenche également sa propre 
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Figure 6. Schéma des cascades de MAPK activées chez Arabidopsis en aval de FLS2 et 
chez la tomate en aval de Pto. 
Ces cascades comprennent trois protéine kinases activées séquentiellement par 
phosphorylation : une MAP kinase kinase kinase (MAPKKK ou MEKK), une MAP kinase 
kinase (MAPKK ou MKK) et une MAP kinase (MPK). 
Lors de la PTI, flg22 active la voie MEKK1-MKK4/5-MPK3/6 (Asai et al., 2002). 
Cependant MEKK1 n’est pas indispensable à l’activation de MPK3/6 (Suarez-Rodrigez et 
al., 2007) ; il existe donc probablement une autre MEKK capable d’activer MPK3/6. La 
flagelline active aussi la cascade MEKK1-MKK1-MPK4 (Ichimura et al., 1998 ; 
Mizoguchi et al., 1998; Meszaros et al., 2006). MPK4 interagit avec MKS1 (pour MPK4 
substrate 1) qui lui-même interagit avec WRKY25/33 (Andreasson et al., 2005). 
Lors de l’ETI, Pto active une cascade de MAPK dont les acteurs partagent des similarités 
de séquence avec les kinases d’une des voies induites chez Arabidopsis lors de la PTI. 
Les couleurs indiquent les similarités de séquence ; les protéines écrites en noir ne 
partagent pas de similarités de séquence. 
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régulation par un rétrocontrôle négatif via la voie de signalisation MPK4. En effet, la 
flagelline induit l’activation de MPK4, un régulateur négatif des défenses (Petersen et 
al., 2000). L’activation de régulateurs positifs et négatifs en aval de FLS2 doit 
permettre de contrôler de manière précise les réponses induites par flg22.   
Les évènements de signalisation qui ont lieu en aval de la reconnaissance 
MAMP/PRR sont communs à différents MAMP. En effet, différentes analyses 
transcriptomiques chez Arabidopsis ont permis de définir un ensemble de gènes 
activés communément par différents MAMP (Navarro et al., 2004; Thilmony et al., 
2006; Truman et al., 2006). D'autres arguments renforcent cette idée de 
convergence mécanistique après la perception des MAMP. Comme nous l'avons 
déjà mentionné, la protéine BAK1 participe à la perception de plusieurs MAMP. Par 
ailleurs, l’expression de la protéine EFR d’Arabidopsis chez N. benthamiana, qui ne 
perçoit normalement pas EF-Tu, suffit à activer une réponse EF-Tu-dépendante 
(Zipfel et al., 2004). Cette convergence est probablement un avantage évolutif pour 
les plantes leur permettant d’assurer le déclenchement de la PTI en reconnaissant 
plusieurs types de MAMP chez un même microorganisme ; même si une bactérie 
venait à modifier un de ses MAMP, cela ne suffirait pas ainsi à empêcher le 
déclenchement de la PTI. 
 
1.3 Les réponses des bactéries face à la PTI : comment échapper aux 
défenses basales ? 
 
La plupart des microbes sont reconnus par les systèmes immunitaires 
végétaux via la perception de leurs MAMP. Une stratégie possible pour éviter la 
détection par les PRR serait pour les bactéries de modifier ou de perdre leurs MAMP. 
Or ceci est difficile car les MAMP sont des molécules indispensables aux bactéries : 
c’est probablement pour cela que les plantes ont gardé la capacité à les reconnaître. 
Malgré ces contraintes, il semble que les organismes pathogènes soient parfois 
capables de modifier leurs MAMP afin de diminuer leur perception par l’hôte. En 
effet, bien que les MAMP soient des molécules conservées, il existe un certain 
polymorphisme qui détermine leur reconnaissance par les PRR. Les flagellines 
isolées de 12 souches de X. campestris pv. campestris ont des capacités différentes 
à induire les défenses médiées par FLS2 ; c’est le polymorphisme d’un seul acide 
aminé qui est responsable de cette variabilité. Ce polymorphisme est corrélé avec la 
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capacité des souches à croitre sur des plantes sensibles et permet donc 
probablement au pathogène d’éviter d’être détecté par les PRR (Sun et al., 2006). 
Outre des variations de séquence, la spécificité de reconnaissance d’un MAMP peut 
aussi dépendre de modifications post-traductionnelles. Les flagellines de P. syringae 
pv. glycinea et de P. syringae pv. tabaci ont des séquences identiques mais ce sont 
des différences de glycosylation qui expliquent le fait que seule la flagelline de P. 
syringae pv. glycinea élicite des réponses de défense chez le tabac (Taguchi et al., 
2006; Takeuchi et al., 2003). La variation ou la perte de MAMP pour éviter le 
déclenchement des défenses basales pourrait donc contribuer à la spécificité 
d’interactions plante-bactérie au niveau des sous-espèces. Un autre moyen pour 
pallier à la détection des MAMP est de les camoufler. Les polysaccharides produits 
par certaines bactéries et les lipopolysaccharides de Sinorhizobium meliloti 
pourraient ainsi servir à masquer les MAMP présents à la surface cellulaire 
(Tellstrom et al., 2007).  
La modification et le camouflage des MAMP restant peu efficaces face à la 
PTI, les bactéries ont acquis un mécanisme plus performant pour contourner les 
défenses basales : l’injection de molécules effectrices dans les cellules végétales. 
Ces facteurs de virulence sont injectés par différents systèmes de sécrétion. 
Agrobacterium tumefaciens injecte des protéines et de l'ADN dans les cellules hôtes 
via le système de sécrétion de type IV (Christie et al., 2005). De nombreuses 
bactéries phytopathogènes comme les bactéries des genres Pseudomonas, 
Xanthomonas, Erwinia et Ralstonia possèdent quant à elles un système de sécrétion 
de type III pour injecter des protéines effectrices dans le cytoplasme des cellules 
végétales. Nous allons maintenant décrire comment ces effecteurs de type III 
parviennent à inhiber les défenses végétales et à promouvoir la maladie. 
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2 La sensibilité déclenchée par les ET3 ou ETS  
 
 
L'ETS correspond à la phase 2 du modèle en zizag proposé par Jones et 
Dangl (Figure 2). L'action des ET3 fait chuter l'amplitude des défenses en deça du 
seuil permettant une résistance efficace. Les agents pathogènes prolifèrent alors in 
planta et la maladie se met en place.  
 
2.1 Les effecteurs de type III sont des acteurs essentiels de la virulence 
bactérienne  
 
 Le SST3 est indispensable à la virulence de bactéries pathogènes des 
plantes et des animaux ; la plupart des mutants dépourvus de ce système de 
sécrétion sont en effet avirulents. Chez les agents pathogènes des animaux, les ET3 
assurent non seulement la pénétration intracellulaire et la survie à l'intérieur des 
cellules de l'hôte, mais aussi, la résistance à la phagocytose par les macrophages ; 
ils sont également capables d'induire l'apoptose des cellules immunitaires (Galan, 
2009). Chez les bactéries phytopathogènes, il est souvent considéré que les ET3 
permettent l'établissement de la maladie en participant à la suppression des 
défenses, à la libération de nutriments et à la dispersion du pathogène dans 
l'environnement (Figure 7). Alors que ces deux derniers points n'ont pu être 
formellement prouvés à ce jour, l'inhibition des défenses végétales est largement 
documentée. En effet des mutants dépourvus du SST3 élicitent des défenses 
basales qui ne sont normalement pas induites par la souche sauvage. Ainsi 
l'inoculation sur poivrons de la souche sauvage de X. campestris pv. vesicatoria ne 
conduit pas à la formation de papilles alors que ces dernières sont très importantes 
lors de l'inoculation d'un mutant dépourvu du SST3 (Brown et al., 1995; Keshavarzi 
et al., 2004). Les ET3 dans leur ensemble permettent donc de supprimer la PTI afin 
de favoriser la colonisation.  
 Bien que collectivement indispensables à la virulence, les ET3 
considérés individuellement ne sont pas forcément essentiels à la pathogénie. 
Dans la majorité des cas, les mutations d'un seul gène codant pour un ET3 
n'entraînent pas de perte de virulence. Cela peut s'expliquer par l'existence d'une 
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Figure 7. La sensibilité déclenchée par les ET3 ou ETS
Les bactéries phytopathogènes injectent dans le cytoplasme des cellules végétales des 
effecteurs de type III représentés ici par des symboles violets. Ces ET3 suppriment les 
défenses mises en place au cours de la PTI. Ils agissent à différents niveaux de la 
signalisation de la PTI  comme la perception des MAMP, la transduction du signal par les 
MAPK, les voies de signalisation hormonale. Certains gagnent le noyau où ils 
reprogramment l’expression génique. D’autres semblent perturber le trafic vésiculaire 
nécessaire à la mise en place de certaines défenses comme les dépôts de callose.
En plus de supprimer la PTI, les ET3 pourraient aussi contribuer à la libération de 
nutriments et à la dissémination du pathogène. Les flèches en pointillés soulignent le 
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redondance fonctionnelle entre les ET3 d'une même souche bactérienne. Il existe 
néanmoins de rares cas d'effecteurs dont la perte entraîne une altération significative 
du pouvoir pathogène (Gaudriault et al., 1997; Kearney and Staskawicz, 1990; Ritter 
and Dangl, 1995). D'une part, les ET3 sont probablement plusieurs à altérer une 
même voie physiologique et l'absence de l'un d'eux ne suffit pas à perdre cette 
capacité. On sait en effet que plusieurs effecteurs peuvent agir sur une même cible 
ou sur une même voie de la PTI. D'autre part, des ensembles d'effecteurs agissent 
sur différents processus et il n'est peut-être pas nécessaire que tous ces processus 
soient altérés pour atteindre le seuil de sensibilité. Enfin, cette action additive des 
ET3 est rendue possible par l'existence de larges répertoires d'effecteurs : les 
bactéries du genre Xanthomonas sécrètent au minimum 15 ET3 (Kay and Bonas, 
2009), la souche P. syringae pv. tomato DC3000 injecterait 28 ET3 dans les cellules 
végétales (Cunnac et al., 2009) et R. solanacearum GMI1000 en sécrète 
probablement plus de 70 (Poueymiro and Genin, 2009).  
Une idée émergente sur le mode d'action des effecteurs remet en cause le 
modèle classique selon lequel chaque ET3 n'aurait qu'une seule cible végétale. Des 
données suggèrent en effet qu'un même ET3 peut agir sur plusieurs protéines de 
l'hôte. L'effecteur AvrRpt2 exerce par exemple son activité protéolytique sur au moins 
cinq protéines d'Arabidopsis (Chisholm et al., 2005; Takemoto and Jones, 2005). 
 
2.2 Fonctions biochimiques et processus végétaux ciblés par les ET3  
 
Les ET3 sont destinés à exercer leur fonction dans des cellules eucaryotes et, 
bien que codés par des génomes bactériens, nombreux sont ceux qui possèdent des 
caractéristiques prévalentes chez les protéines eucaryotes et dont la fonction imite 
des activités cellulaires eucaryotes (Stebbins and Galan, 2001). Certains présentent 
ainsi des domaines protéiques de type LRR, des séquences de localisation 
nucléaire, etc. D'autres ont des fonctions enzymatiques typiquement eucaryotes 
comme les phosphatases à tyrosine (Espinosa et al., 2003; Guan and Dixon, 1990; 
Stebbins and Galan, 2000). Dans ces cas, la séquence protéique de l'ET3 est 
similaire à celle des protéines eucaryotes ce qui suggère une acquisition par transfert 
horizontal de gènes. D'autres miment des facteurs de l'hôte non pas par leur 
séquence en acides aminés mais pas leur structure ; ils dérivent probablement de 
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protéines du pathogène par un mécanisme d'évolution convergente (Hamburger et 
al., 1999; Stebbins and Galan, 2000). Ainsi, la séquence primaire de l'effecteur 
AvrPtoB de P. syringae ne présente pas d'homologie avec des protéines connues 
mais l'étude de sa structure tridimensionnelle a révélé une homologie avec des E3-
ubiquitine-ligases eucaryotes ; il a pu être montré que AvrPtoB possède une activité 
E3-ligase (Janjusevic et al., 2006; Rosebrock et al., 2007). Les ET3 miment donc 
des composants végétaux ce qui leur permet (i) d'être les substrats d'enzymes 
végétales et/ou (ii) de détourner des processus physiologiques en faveur du 
pathogène. 
 
2.2.1 Les ET3 substrats d'enzymes végétales : localisation et activation 
 
Certains ET3 possédent des sites de modifications post-traductionnelles ou 
d'adressage leur permettant d'atteindre la localisation subcellulaire où s'exerce leur 
fonction. Ainsi, les effecteurs AvrB, AvrRpm1 et HopAR1 possèdent des sites de 
myristoylation qui sont acylés in vivo ; cela leur permet d'être localisés au niveau de 
la membrane plasmique ce qui est nécessaire à leur action sur leurs cibles végétales 
(Dowen et al., 2009; Nimchuk et al., 2000). De nombreux autres ET3, comme AvrPto 
et HopF2, possèdent des sites de myristoylation putatifs et sont probablement acylés 
par la machinerie végétale (Maurer-Stroh and Eisenhaber, 2004; Robert-Seilaniantz 
et al., 2006; Shan et al., 2000). Par ailleurs, des sites d'adressage à différents 
compartiments cellulaires, comme le noyau et les chloroplastes, sont présents dans 
certains ET3. Le signal de localisation nucléaire de l'effecteur AvrBs3 de X. 
campestris interagit avec l'importine α ce qui permet son import nucléaire (Szurek et 
al., 2001). L'effecteur HopI1 de P. syringae possède une séquence putative 
d'adressage aux chloroplastes et est localisé dans ces organites (Jelenska et al., 
2007).  
Par ailleurs, les ET3 sont parfois phosphorylés dans les cellules végétales. 
Ces modifications constituent probablement une étape d'activation nécessaire aux 
fonctions de virulence. Les effecteurs AvrPto et AvrPtoB de P. syringae sont 
phosphorylés par une activité kinase conservée dans plusieurs espèces végétales et 
cette phosphorylation contribue à leur fonction de virulence ; ces ET3 semblent donc 
mimer des substrats de kinases végétales pour augmenter leurs activités de 
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virulence (Anderson et al., 2006; Xiao et al., 2007a). Le facteur eucaryote activant un 
ET3 a pu être identifié pour l'effecteur AvrRpt2 de P. syringae ; ce dernier est activé 
dans les cellules végétales par la cyclophiline et cette activation est nécessaire à 
l'activité protéase de AvrRpt2 (Coaker et al., 2005). L'activation des ET3 après leur 
injection dans les cellules hôtes pourrait être un moyen utilisé par les bactéries pour 
se protéger contre les potentielles actions délétères de leurs ET3.  
 
2.2.2 Les ET3 à activité enzymatique 
 
D'autres ET3 peuvent quant à eux modifier des protéines végétales car ils 
possèdent une activité enzymatique (Tableau 1). Jusqu'à présent il a été montré 
qu'ils ciblent principalement trois processus végétaux que sont les voies de 
phosphorylation, le renouvellement des protéines et l'homéostasie des ARN (pour 
revue : (Block et al., 2008)). Tout d'abord, les ET3 sont capables de perturber 
certaines modifications post-traductionnelles. Ainsi HopAI1 déphosphoryle MPK3 
et MPK6 d'Arabidopsis ce qui inactive ces kinases de manière irréversible (Li et al., 
2007; Zhang et al., 2007). AvrPto quant à lui inhibe la capacité d'autophosphorylation 
de certaines kinases (Xiang et al., 2008; Xing et al., 2007). D'autres ET3 comme 
AvrB et AvrRpm1 n'ont pas d'activité kinase démontrée mais leur présence induit la 
phosphorylation de protéines végétales (Mackey et al., 2002).  
 
Les ET3 perturbent le recyclage des protéines végétales 
Un autre processus ciblé par les ET3 est le recyclage des protéines. Ils 
peuvent agir soit en dégradant des protéines végétales grâce à leur activité protéase 
soit en altérant des modifications post-traductionnelles impliquées dans la stabilité ou 
la dégradation protéique comme la sumoylation ou l'ubiquitination, respectivement. 
De nombreux effecteurs sont homologues à des protéases à cystéine et cette 
activité a pu être démontrée pour certains d'entre eux ; ceux-ci sont capables 
d'éliminer certaines cibles végétales par dégradation. Les cibles identifiées sont 
encore peu nombreuses mais on peut imaginer qu'ils pourraient s'agir de régulateurs 
positifs des défenses.  
Certaines protéases à cystéine sont spécialisées dans le clivage de la liaison 
covalente établie entre les protéines végétales et les peptides SUMO (pour small 
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Tableau 1. Effecteurs de type III de bactéries phytopathogènes ayant une fonction 
biochimique démontrée ou connus pour interférer avec des processus végétaux.
P. syringae X. campestris X. oryzaeR. solanacearum P. agglomerans
La couleur surlignant le nom des ET3 indique l’espèce bactérienne les possédant :
NB : la famille HopX est présente dans de nombreuses espèces bactériennes.
Processus ciblé Activité enzymatique Effecteur Cibles de l'effecteur Références
Voies de 
phosphorylation
Phosphorylation AvrB RIN4, RAR1 (Mackey et al., 2002; Kim et al., 
2005; Shang et al., 2006)
AvrRpm1 RIN4 (Mackey et al., 2002)
Déphosphorylation Phosphatase à tyrosine HopAO1 (Bretz et al., 2003; Espinosa et 
al., 2003)
Phosphothréonine lyase HopAI1 MPK3, MPK6 (Zhang et al., 2007 ; Li et al., 
2007)
Inhibition de kinases AvrPto FLS2, EFR, BAK1, 
Pto
(Tang et al., 1996; Xiang et al., 
2008; Shan et al., 2008)
Turnover protéique 
Dégradation protéique
Protéase à cystéine AvrRpt2 RIN4, AvrRpt2 (Mackey et al., 2003; Axtell et al., 
2003)
Protéase à cystéine - YopJ HopZ3 (Lewis et al., 2008)
Protéase à cystéine - YopT HopN1 (Lopez-Solanilla et al., 2004)
HopAR1 PBS1, AvrPphB (Shao et al., 2002; Dowen et al., 
2009)




E3-ubiquitine-ligase AvrPtoB FLS2, EFR, BAK1, 
CERK1, Fen, 
AvrPtoB
(Janjusevic et al., 2006; Gohre et 
al., 2008; Shan et al., 2008 ; 
Gimenez-Ibanez et al., 2009)
Dégradation par protéasome HopM1 MIN7 (Nomura et al., 2006)
Protéine à F-box Famille GALA (Angot et al., 2006)
Désumoylation XopD (Hotson et al, 2003)
AvrXv4 (Roden et al., 2004)
Homéostasie des 
ARN
Transcription Facteurs de transcription AvrBs3 Gènes à boîte UPA : 
UPA20 , Bs3 , etc.
(Kay et al., 2007; Romer et al., 
2007)
PthXo1 Os8N3 (Yang et al., 2006; Chu et al., 
2006)
PthXo6 OsTFX1 (Sugio et al., 2007)
PthXo7 OsTFIIγA (Sugio et al., 2007)
AvrXa27 Xa27 (Gu et al., 2005)
HsvB (Nissan et al., 2006)
HsvG (Nissan et al., 2006)
Protéines de liaison à 
l'ARN
ADP-ribosyltransférase HopU1 Protéines de liaison 
à l'ARN dont GRP7
(Fu et al., 2007)
Voie des micro-ARNs AvrPtoB, AvrPto, 
HopH1, HopN1, 
HopT1-1
(Navarro et al., 2008)
Autres Protéine à domaine J HopI1 (Jelenska et al., 2007)
Syringolide synthase AvrD1 (Kobayashi et al., 1990)
Transglutaminases Famille HopX (Nimchuk  et al., 2007)
Glycérophosphoryldiester 
phosphodiesterase
AvrBs2 (Swords et al., 1996)
Acétyltransférases AvrBsT (Cunnac et al., 2007)
Inosine-uridine nucléoside N-
ribohydrolase
XopQ (Roden et al.,2004)
SUMO isopeptidases /             
protéases à cystéine
Fonctions putatives
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ubiquitin-like modifiers). Ces derniers sont liés post-traductionnellement aux 
protéines d'une manière analogue à l'ubiquitine mais à la différence de celle-ci, ils 
stabilisent les protéines végétales. Chez les plantes, la sumoylation est impliquée 
dans de nombreux processus dont la localisation subcellulaire et la réponse au 
stress (pour revue : (Miura et al., 2007)). L'effecteur XopD de X. campestris pv. 
vesicatoria déconjugue spécifiquement les protéines SUMO ; sa localisation dans le 
noyau suggère qu'il cible des protéines nucléaires sumoylées (Chosed et al., 2007; 
Hotson et al., 2003). Une telle fonction de déconjugaison des peptides SUMO est 
également suspectée pour des effecteurs de la famille YopJ/AvrRxv comme AvrXv4 
car son expression in planta réduit la concentration cellulaire en protéines sumoylées 
(Roden et al., 2004). Cependant cette activité n'a pu être démontrée et de nombreux 
travaux sur l'effecteur YopJ du pathogène humain Yersinia ont montré qu'il était 
capable de déubiquitination et d'acétylation (Mukherjee et al., 2006; Sweet et al., 
2007). Il est donc possible que de telles activités soient présentes chez les effecteurs 
de la famille YopJ des phytopathogènes. 
Les ET3 ont également la capacité d'induire la dégradation de cibles 
végétales par le protéasome 26S. Certains miment des protéines faisant partie de 
systèmes de conjugaison de l'ubiquitine comme AvrPtoB de P. syringae et les 
protéines GALA de R. solanacearum (Angot et al., 2006; Janjusevic et al., 2006). 
AvrPtoB est une E3-ubiquitine ligase qui est responsable de l'ubiquitination de 
plusieurs protéines chez Arabidopsis dont la kinase Fen ce qui conduit à la 
dégradation de celle-ci par le protéasome (Rosebrock et al., 2007). L'ubiquitination 
de protéines peut avoir des conséquences autres que la dégradation comme la 
modification de leur localisation ou de leur activité (Li and Ye, 2008; Pickart and 
Fushman, 2004). Il est donc possible que les ET3 agissent sur les processus 
d'ubiquitination pour altérer le devenir des protéines cibles. L'effecteur HopM1 quant 
à lui ne présente pas d'homologies avec des composants de la machinerie 
d'ubiquitination mais il induit la dégradation par le protéasome de plusieurs protéines 
d'Arabidopsis (Nomura et al., 2006).  
 
Les ET3 affectent le métabolisme de l'ARN  
 Certains ET3 modifient le transcriptome végétal en mimant des facteurs de 
transcription eucaryotes et en activant l'expresssion de gènes cibles ; on parle 
d’effecteurs TAL pour transcription activator-like. La classe la plus étudiée 
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d’effecteurs TAL est la famille AvrBs3 qui a des représentants dans le genre 
Xanthomonas et chez R. solanacearum (Figure 8). Les membres de cette famille 
sont des facteurs de virulence majeurs et participent au développement des lésions 
symptomatiques induites par le genre Xanthomonas (Swarup et al., 1991; Yang and 
White, 2004; Yang et al., 1996). Certains comme PthXo1 induisent l'expression de 
gènes de susceptibilité c'est-à-dire de gènes dont l'expression est nécessaire à 
l'établissement de la maladie (Chu et al., 2006; Yang et al., 2006a). Les gènes cibles 
peuvent aussi être des facteurs de transcription comme le gène UPA20 activé par 
AvrBs3. Cet effecteur active la transcription de ses gènes cibles en se liant à un motif 
conservé de leurs régions promotrices appelé boîte UPA (pour upregulated by 
AvrBs3) (Kay et al., 2007) (Figure 8). Il semble mimer un facteur de transcription 
végétal qui reconnaîtrait également la boîte UPA. L'activation de l'expression génique 
est donc une stratégie commune à plusieurs bactéries phytopathogènes. Les 
protéines ainsi induites sont probablement favorables à la colonisation de la plante.   
 En plus de réguler la transcription proprement dite, les ET3 peuvent agir sur le 
métabolisme post-transcriptionnel des ARN. L'effecteur HopU1 transfère un ADP-
ribose sur plusieurs protéines de liaison à l'ARN dont GRP7 ce qui pourrait 
diminuer leur capacité à stabiliser ou à maturer les ARN. L'activité enzymatique de 
HopU1 lui est nécessaire pour supprimer la PTI et l'ETI (Fu et al., 2007). D'autre part, 
plusieurs effecteurs de P. syringae suppriment le phénomène de RNA silencing 
(Navarro et al., 2008). 
 
 Les ET3 sont donc nombreux à posséder une activité enzymatique et/ou à 
mimer des protéines végétales. Le pathogène perturbe ainsi différentes machineries 
cellulaires de l'hôte et les détourne à son avantage. Des données moléculaires 
permettant de comprendre comment l'action des ET3 parvient à promouvoir la 
maladie restent peu nombreuses en regard du grand nombre d'ET3 existants. 
Cependant, l'identification des cibles végétales de certains ET3 permet aujourd'hui 
































Figure 8. L’effecteur AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
A. Structure protéique des ET3 de la famille AvrBs3. Ces ET3 sont caractérisés par 
une région centrale composée de 5,5 à 25,5 répétitions quasiment identiques de 34 
acides aminés en général. Le domaine C-terminal très conservé contient des signaux de 
localisation nucléaire (NLS) et un domaine d’activation acide (AAD).
B. L’ET3 AvrBs3 provoque une hypertrophie des feuilles de poivrons sensibles 
inoculées avec une souche de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria exprimant
avrBs3 (Marois et al., 2002).
C. Modèle illustrant le mode d’action de AvrBs3. Suite à son injection dans le 
cytoplasme végétal, l’effecteur AvrBs3 forme des dimères et est transloqué dans le 
noyau où il se lie à la boîte UPA de plusieurs gènes dont le gène upa20. La protéine 
UPA20 est un facteur de transcription qui active à son tour l'expression de upa7 codant 
pour une α-expansine putative. Chez une plante résistante, AvrBs3 se lie au promoteur 
du gène Bs3 qui code pour une protéine de résistance particulière.
(D’après Kay and Bonas, 2009)
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2.3 Les ET3 suppriment la PTI 
 
Les ET3 inhibent les réponses de la PTI 
De nombreux ET3 contribuent à la virulence en inhibant les défenses basales 
induites par les PAMP. Chez P. syringae, c'est le cas de la majorité des effecteurs. 
En effet, parmi les 28 ET3 de P. syringae pv. tomato DC3000, 21 sont capables de 
supprimer au moins un des processus associés à la PTI (Cunnac et al., 2009). 
Différentes études de gain ou perte de fonction ont permis d'identifier des effecteurs 
capables d'inhiber les réponses de la PTI.  
Tout d'abord, certains empêchent la transcription de gènes normalement 
induits par les MAMP. Parmi les gènes induits chez Arabidopsis par flg22, seulement 
7% sont activés par une souche virulente de P. syringae pv. tomato ce qui suggère 
que des ET3 répriment les réponses induites par la flagelline (Navarro et al., 2004). 
Les gènes dont l'expression est inhibée en présence des ET3 codent principalement 
pour des facteurs de transcription, des RLK et des protéines impliquées dans la 
biosynthèse de la paroi ou dans le recyclage des protéines (Hauck et al., 2003; 
Navarro et al., 2004; Thilmony et al., 2006; Truman et al., 2006). Certains effecteurs 
inhibent l'expression du gène FRK1 induit par la flagelline et du gène NHO1 qui est 
associé à la PTI et à la résistance non-hôte (He et al., 2006; Li et al., 2005) (Tableau 
2).  
D'autres réponses de la PTI sont inhibées par les ET3 comme la production 
de ROS (Hann and Rathjen, 2007) et le ralentissement de la circulation vasculaire 
observé chez N. benthamiana lors d'une infection par P. syringae pv. fluorescens 
(Oh and Collmer, 2005). Certains effecteurs bloquent également les mécanismes de 
défense associés à la paroi (Tableau 2). Leur expression in planta prévient la 
formation des dépôts de callose en réponse à l'infection d'un mutant dépourvu de 
SST3 et suffit parfois à restaurer la capacité de ce mutant à se multiplier in planta (de 
Torres et al., 2006; Hauck et al., 2003; Kim et al., 2005b). Des approches par perte 
de fonction ont également permis d'identifier des effecteurs suppresseurs des 
défenses. Certains mutants pour un ou plusieurs gènes codant pour des ET3 élicitent 
la formation de dépôts de callose contrairement à la souche sauvage (DebRoy et al., 
2004).  
Les ET3 sont donc capables de supprimer de nombreuses réponses de la 
PTI. La manipulation de ces réponses peut être due à une action directe des ET3 sur 
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Tableau 2. Les ET3 ayant une activité de suppression des défenses basales 
Les défenses inhibées par les ET3 peuvent être entre autres les dépôts de callose, 
l’expression des gènes FRK1 (He et al., 2006) ou NHO1 (Li et al., 2005), la réduction du 
flux vasculaire (Oh and Collmer, 2005), la voie des micro-ARN (Navarro et al., 2008). Les 
ET3 peuvent également moduler l’activité hormonale. Certains réduisent les taux d’acide 
salicylique (-SA) et d’autres augmentent les niveaux d’acide jasmonique (+JA ; He et al., 
2004), d’éthylène (+Ethylène ; Cohn and Martin, 2005), d’acide abscissique (+ABA) et 
d’auxine (+Auxine).
Effecteur Réponses de défense supprimées Action Références
AvrPto Callose - flux - FRK1  - NHO1  - miRNA Inhibition des kinases FLS2, EFR, BAK1 et Pto              
+ Ethylène
(Hauck et al., 2003; Xiang et al., 
2007; Xing et al., 2007;  Shan et 
al., 2008)
E3-ubiquitine-ligase
Ubiquitination et dégradation de FLS2, CERK1 et Fen
Ubiquitination de EFR et BAK1
Interaction avec Pto
+ Ethylène / + ABA
HopU1 Callose Transfert d'un groupement ribose sur plusieurs 
protéines de liaison à l'ARN dont GRP7 
(Fu et al., 2007)
HopAO1 Callose Phosphatase (Underwood et al., 2007)
HopAM1-1 Callose Augmentation des réponses à l'ABA (Goel et al., 2008)
Protéine à domaine J
Altération de la structure des thylakoïdes
Probable interaction avec Hsp70 chloroplastique
- SA
HopX1 Callose + JA Guo MPMI 2009
HopM1 Callose dépendante du SA - flux -            
gènes de défense
Dégradation par le protéasome de plusieurs protéines 
d'Arabidopsis  dont la ARF-GEF MIN7 impliquée dans 
le trafic vésiculaire 
(DebRoy et al., 2004; Nomura et 
al., 2006; Ham et al., 2007) 
AvrE Callose dépendante du SA - flux (DebRoy et al., 2004)
HopF2 Callose - flux - NHO1 (Robert-Seilaniantz et al., 2006; 
Guo et al., 2009)
HopN1 miRNA Protéase à cystéine  (Lopez-Solanilla et al., 2004) 
Protéase à cystéine
Autoclivage et clivage de plusieurs protéines 
d'Arabidopsis  dont RIN4
+ JA / + Auxine
Phosphothréonine lyase 
Inactivation de MPK3 et MPK6 par déphosphorylation
HopAR1 Protéase à cystéine 
Autoclivage et clivage PBS1
+ JA
AvrRpm1 Callose - accumulation de PR1 -                     
gènes induits par les MAMPs : GST6…
Induction de la phosphorylation de RIN4 (Mackey et al., 2002; Kim et al., 
2005; Ham et al., 2007)
AvrB Induction de la phosphorylation de RIN4 
Présence dans un complexe protéique avec RAR1
+JA
Famille AvrE
Interaction avec des RLKs du pommier
WtsE Callose - accumulation de PR1 Famille AvrE (Ham et al., 2008)
XopD Gènes de défense : PR1 ... SUMO protéase (Kim et al., 2008)
Liaison à l'ADN
Possible inhibition de facteurs de transcription
- SA
XopX Augmentation de la sensibilité à Xanthomonas  et 
Pseudomonas  de plantes transgéniques exprimant 
XopX 
(Metz et al., 2005)
Pseudomonas syringae
AvrPtoB Callose - FRK1  - miRNA (Kim et al., 2002; deTorres et al., 
2006; Rosebrocket al., 2007; de 
Torres-Zabala et al., 2007; Gohre 
et al., 2008; Gimenez-Ibanez et 
al., 2009)
HopI1 (Jelenska et al., 2007)
(Shao et al., 2003; Dowen et al., 
2009)
(Axtell et al., 2003; Mackey et al., 
2003; Kim et al, 2005; Chen et al., 
2007)
HopAI1 Callose - burst oxydatif - NHO1  - FRK1 (Zhang et al., 2007)
AvrRpt2 Callose - accumulation de PR1 -                      
expression des gènes induits par les MAMPs 
: GST6 …
Callose dépendante de RAR1           (Mackey et al., 2002; Shang et al., 




DspA/E Callose - expression de PR1 (Meng et al., 2006 ; DebRoy et al., 
2004)
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ces processus mais il est plus probable qu'elle soit la conséquence de leurs actions 
en amont. 
 
Les mécanismes moléculaires de la suppression de la PTI 
Les mécanismes moléculaires grâce auxquels les ET3 parviennent à 
supprimer les réponses de la PTI commencent à être déchiffrés. Les ET3 agissent 
sur les différents niveaux de la PTI, des récepteurs PRR au trafic vésiculaire 
permettant la formation des dépôts de callose. Le tableau 2 et de nombreuses 
revues regroupent l'information sur le mode d'action des effecteurs et nous nous 
focaliserons ici sur les découvertes les plus récentes (Desveaux et al., 2006; Gohre 
and Robatzek, 2008; Grant et al., 2006; He et al., 2007b; Mudgett, 2005; Speth et al., 
2007; Zhou and Chai, 2008) (Figure 9). 
Certains ET3 interagissent avec les PRR afin de perturber les cascades 
de signalisation en réponse aux MAMP. AvrPtoB interagit avec FLS2, l'ubiquitine 
grâce à son activité E3-ligase et l'élimine de la périphérie cellulaire de manière 
dépendante du protéasome (Gohre et al., 2008). AvrPtoB ubiquitine également EFR 
in vitro (Gohre et al., 2008). D'autre part, AvrPtoB a également pour cible CERK1 
dont il induit la dégradation non pas par le protéasome 26S mais plus probablement 
par la vacuole (Gimenez-Ibanez et al., 2009). Bien que la partie N-terminale de 
AvrPtoB soit suffisante à son interaction avec les PRR et à sa capacité à supprimer 
certaines réponses de la PTI, l'activité E3-ligase de son domaine C-terminal est 
nécessaire pour la pleine virulence de P. syringae pv. tomato DC3000 et pour la 
suppression totale de la signalisation dépendante de CERK1 (Gimenez-Ibanez et al., 
2009; Gohre et al., 2008; Xiao et al., 2007b). Un autre effecteur de P. syringae, 
AvrPto, interagit avec FLS2 et EFR et inhibe leur activité kinase ce qui supprime la 
PTI et contribue à la virulence de P. syringae (Xiang et al., 2008; Xing et al., 2007). 
AvrPtoB et AvrPto agissent également sur BAK1, un partenaire de signalisation 
commun à différents PRR. Leur interaction avec BAK1 perturbe l'association entre 
FLS2 et BAK1 et compromet partiellement les réponses aux MAMP et aux 
brassinostéroïdes dépendantes de BAK1 (Shan et al., 2008). AvrPtoB est également 
capable d'ubiquitiner BAK1 mais ce dernier ne semble pas être dégradé in planta 
suite à l'infection par P. syringae (Gohre et al., 2008). AvrPtoB et AvrPto exercent 
donc leur action au niveau de l'étape de perception des MAMP afin de diminuer les 
capacités de la plante à détecter la présence du pathogène.  
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Figure 9. Mécanismes moléculaires de la suppression de la PTI par les ET3
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D'autres ET3 agissent en aval de la reconnaissance MAMP/PRR 
notamment au niveau des cascades de MAPK. Les voies de signalisation MAPK 
sont des cibles idéales pour les ET3 étant donné que la perception de plusieurs 
MAMP convergent vers elles. L'effecteur HopAI de P. syringae inactive directement 
les MAP kinases MPK3 et MPK6 d'Arabidopsis ce qui inhibe différentes réponses de 
défenses aux MAMP (Zhang et al., 2007). HopAI appartient à une famille d'effecteurs 
conservée chez les pathogènes d'animaux et qui ont également pour cibles des 
MAPK (Arbibe et al., 2007; Kramer et al., 2007). 
Une des clés de la production des dépôts de callose est le trafic vésiculaire 
polarisé qui délivre des composés pour renforcer la paroi au niveau du site 
d'interaction avec le pathogène. HopM1 induit la dégradation de plusieurs protéines 
d'Arabidopsis par le protéasome dont MIN7 (pour HopM1 Interactor 7). Cette 
dernière appartient à la famille protéique ARF-GEF (pour adenosine diphosphate 
ribosylation factor-guanine nucleotide exchange factor) dont les membres sont 
impliqués dans le transport vésiculaire (Steinmann et al., 1999). P. syringae a donc 
acquis un mécanisme lui permettant d'éliminer un composant du trafic vésiculaire 
afin de supprimer les défenses basales associées à la paroi. 
Enfin, les ET3 peuvent également agir directement au niveau des 
protéines régulatrices des défenses. L'effecteur AvrB est présent dans un 
complexe protéique avec RAR1 qui est un régulateur négatif des défenses (Shang et 
al., 2006). AvrB augmente la sensibilité de plantes transgéniques et supprime les 
dépôts de callose de manière dépendante de RAR1. AvrB a aussi pour cible RIN4, 
un autre régulateur négatif de la PTI (Kim et al., 2005b; Mackey et al., 2002) ; 
cependant, contrairement à RAR1, RIN4 n'est pas nécessaire aux fonctions de 
virulence de AvrB (Belkhadir et al., 2004). Il reste encore à déterminer comment 
l'action de AvrB sur ces régulateurs conduit à l'inhibition de la PTI. D'autre part, 
l'effecteur HopU1 exerce son activité enzymatique sur la protéine de liaison à l'ARN 
GRP7 qui participe à la PTI et à la résistance. En effet, des mutants pour GRP7 
présentent des dépôts de callose réduits et une sensibilité accrue à P. syringae (Fu 
et al., 2007). Il est possible que HopU1 inactive GRP7 ce qui diminuerait les 
quantités d'ARNm impliqués dans les défenses.  
Pour supprimer la PTI, les ET3 inhibent donc la perception des MAMP et la 
transduction du signal ainsi que les mécanismes permettant la mise en place des 
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réponses de défense. Les ET3 peuvent également avoir un effet, direct ou non, sur 
les voies hormonales contrôlant la PTI. 
 
Les agents pathogènes altèrent la signalisation hormonale mise en place lors de la 
PTI 
Les ET3 de P. syringae promeuvent la virulence en réduisant les niveaux de 
SA qui est l'hormone de réponse aux stress biotrophes et en augmentant les niveaux 
d'éthylène (Cohn and Martin, 2005), d'acide jasmonique (He et al., 2004a; Shang et 
al., 2006; Zhao et al., 2003) et d'acide abscissique (de Torres-Zabala et al., 2007) qui 
sont considérés comme des antagonistes de la voie SA (pour revue : (Lopez et al., 
2008; Robert-Seilaniantz et al., 2007)). Par exemple, AvrPtoB induit la voie de l'acide 
abscissique facilitant ainsi la maladie (de Torres-Zabala et al., 2007). AvrPto et 
AvrPtoB induisent l'expression de gènes de la voie de signalisation de l'éthylène ainsi 
que la production d'éthylène qui est nécessaire au développement des symptômes 
tardifs causés par ces deux ET3 (Cohn and Martin, 2005). HopI1 quant à lui est 
localisé dans les chloroplastes, sites de production du SA où il provoque le 
remodelage de la structure des thylakoïdes et la suppression de l'accumulation de 
SA (Jelenska et al., 2007). Son domaine J lui permettrait de cibler la protéine Hsp70 
chloroplastique pour altérer la machinerie de réponse au stress et promouvoir la 
maladie.  
Lors de la PTI, la résistance des plantes est favorisée par la répression de la 
voie de l'auxine. Une stratégie utilisée par les pathogènes est donc d'activer la 
signalisation dépendante de l'auxine. L'effecteur AvrRpt2 augmente la production 
d'auxine lors de l'infection ce qui semble favoriser l'établissement de la maladie 
(Chen et al., 2007). De plus, l'inhibition de la voie de l'auxine lors de la PTI est en 
partie réalisée par l'intermédiaire du micro-ARN miR393 (Navarro et al., 2006). 
Certains effecteurs de P. syringae comme AvrPtoB et AvrPto suppriment les voies 
miRNA en inhibant notamment la production de miR393 (Navarro et al., 2008) ; il est 
possible que cela augmente la signalisation dépendante de l'auxine et favorise la 
sensibilité.   
Afin de détourner à leur avantage les voies de signalisation hormonale 
végétales, les pathogènes ont acquis, outre les ET3, la capacité de produire eux-
mêmes des hormones végétales ou des molécules mimant des hormones végétales. 
Certaines bactéries phytopathogènes produisent par exemple de l'auxine et des 
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cytokinines (Costacurta and Vanderleyden, 1995). Par ailleurs, plusieurs souches de 
P. syringae sécrètent une toxine appelée coronatine qui mime l'acide jasmonique 
(Bender et al., 1999; Weiler et al., 1994). La coronatine favorise la croissance 
bactérienne et l'apparition de chloroses (Mittal and Davis, 1995). Plusieurs études 
montrent qu'elle contribue à la virulence en supprimant l'activation de la voie de 
signalisation SA (Block et al., 2005; Brooks et al., 2005). R. solanacearum quant à 
elle produit de l'éthylène en quantité suffisante pour moduler l'expression de gènes 
végétaux de réponse à l'ethylène (Valls et al., 2006). Cette synthèse d'éthylène ainsi 
que la production de coronatine chez P. syringae sont contrôlées par les régulateurs 
du SST3 et des ET3 ce qui suggère une action coordonnée de ces molécules au 
cours de l'infection (Fouts et al., 2002; Valls et al., 2006).  
Les pathogènes sont donc capables d'altérer la signalisation hormonale mise 
en place au cours de la PTI. Ils agissent soit indirectement grâce aux effets de 
certains ET3 soit directement en produisant des hormones végétales. Ils utilisent à 
leur avantage l'antagonisme entre la voie acide jasmonique/éthylène et la voie SA 
afin de diminuer les défenses végétales.  
 
Dès leur entrée dans les cellules végétales, les ET3 ciblent et inhibent 
différentes voies de défense. Il est probable qu'aux doses biologiques, chaque ET3 
exerce une action quantitative et ne soit pas suffisant pour supprimer totalement la 
voie sur laquelle il agit. Cela explique en partie la redondance observée entre les 
ET3 ; si l'un d'entre eux est absent, ceux qui restent suffisent à inhiber d'autres 
composants de cette même voie de défense. D'autre part, plusieurs effecteurs 
agissent sur la même cible végétale. C'est le cas de AvrPto et AvrPtoB qui inhibent 
tous les deux FLS2 et EFR (Gohre et al., 2008; Xiang et al., 2008). Seul un mutant 
disrupté sur ces deux gènes développe moins de symptômes que la souche sauvage 
et a une croissance beaucoup plus lente que les simples mutants et la souche 
sauvage (Lin and Martin, 2005). Une question se pose alors : combien d'effecteurs 
sont nécessaires pour supprimer un processus donné ? Reste également à savoir 
combien de processus doivent être inhibés pour que la suppression de la PTI soit 
suffisante. Quel est alors le nombre minimal d'ET3 ou la combinaison d'ET3 
nécessaire pour conduire à l'ETS ? La génération de mutants multiples permettra 
donc vraisemblablement d'apporter des réponses aux questions soulevées ici.  
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Face à la suppression de leurs défenses, les plantes ont acquis la capacité à 
reconnaître les ET3 et à déclencher des réponses plus intenses en leur présence. 
Ces réponses, regroupées sous le terme ETI, conduisent à la résistance de la plante. 
Alors que les pathogènes déploient un grand nombre d'ET3 pour parvenir à 
supprimer la PTI, la détection d'un seul de ces ET3 par une plante donnée suffit à 
mettre en place l'ETI et donc à réduire le spectre d'hôte de l'agent pathogène.
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3 L’immunité déclenchée par les effecteurs de type III ou ETI 
 
 
3.1 Les modèles illustrant l'ETI 
 
Afin de contrer la suppression de la PTI par les pathogènes, les plantes ont 
acquis une seconde ligne de défenses déclenchée par la reconnaissance d’un ET3 
par une protéine de résistance R. C'est la phase 3 du modèle en zigzag proposé par 
Jones et Dangl (Figure 2) (Jones and Dangl, 2006). Ces défenses dites "gène-
spécifique" ne sont donc effectives qu’entre une lignée possédant un gène R donné 
et une souche du pathogène portant le gène d’avirulence (avr) correspondant. C’est 
le modèle gène-pour-gène dont le concept a été introduit par Flor dans les années 
1940 (pour revue : (Flor, 1971) (Figure 10A) ; l’interaction est dite incompatible. En 
absence de la protéine R et/ou de la protéine d’avirulence correspondante, les 
effecteurs du pathogène ne sont pas détectés par la plante ce qui résulte en 
l’établissement de la maladie ; on parle alors d’interaction compatible. La distribution 
des gènes d’avirulence dans une espèce bactérienne participe à la détermination du 
spectre d’hôtes de chaque souche. Par exemple, un mutant de P. syringae pv. 
tomato DC3000 délété du gène hopQ1-1 est capable de causer la maladie sur la 
plante modèle N. benthamiana (Wei et al., 2007). Le spectre d'hôtes est également 
influencé par la distribution des protéines R dans les populations végétales. Le 
complexe de surveillance Pto/Prf protège ainsi la tomate contre plusieurs pathovars 
de P. syringae (Lin and Martin, 2007).  
De la même manière que les MAMP interagissent avec leurs récepteurs, la 
reconnaissance d’un effecteur par la protéine R correspondante peut être directe ; la 
protéine R interagit alors physiquement avec l’ET3 selon un modèle "ligand-
récepteur" (Figure 10B). Cependant, le mode de perception le plus documenté n'est 
pas l'interaction directe R/Avr mais la reconnaissance indirecte. En effet, de 
nombreux effecteurs possèdent une activité enzymatique et modifient des protéines 
végétales pour promouvoir la virulence. Les plantes ont généré des protéines R 
capables de détecter les modifications résultant de cette activité enzymatique. C’est 
le modèle de garde (Figure 10B) (Dangl and Jones, 2001; Van der Biezen and 








Figure 10. Modèles illustrant l’ETI
A. Modèle gène-pour-gène. La résistance ne s’établit que si la plante possède un 
gène R correspondant à un gène Avr porté par la bactérie. Dans tous les autres cas, 
la maladie se met en place (Flor, 1971).
B. Modèles illustrant la reconnaissance R/Avr. Dans le modèle ligand-
récepteur, la protéine Avr interagit directement avec la protéine R. Dans le 
modèle de garde, la protéine Avr interagit avec une cible végétale et cette 







Modèle ligand-récepteur Modèle de garde
ETI ETI
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effecteurs et activent des voies de signalisation lorsque ces cibles sont modifiées par 
des effecteurs spécifiques. Au lieu d’acquérir une protéine de résistance pour chaque 
effecteur, les plantes possèdent ainsi des protéines capables de reconnaître l'action 
de plusieurs effecteurs en surveillant une cible commune à plusieurs d'entre eux. 
Cela leur permet d'optimiser leur système de surveillance car, contrairement aux 
animaux, elles ne peuvent pas générer une multitude d'anticorps par recombinaison 
somatique.  
 
3.2 Les réponses de défense de l’ETI 
 
Comme les défenses basales, les défenses déclenchées par les gènes de 
résistance incluent la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et de 
l'azote (NO), l’activation de cascades de MAPK et conduisent à un changement de 
l’expression des gènes (Figure 11). L'ETI induit aussi la production d'acide salicylique 
(SA), un messager secondaire qui est nécessaire à la résistance aussi bien qu'aux 
défenses basales. Ces réponses sont donc similaires à celles de la PTI mais elles 
sont plus rapides et plus intenses et culminent souvent en une réponse spécifique à 
l’ETI  dite réponse hypersensible ou HR (Tao et al., 2003).  
La HR est une forme de mort cellulaire programmée rapide et localisée au site 
d’infection (Figure 11). Elle permet d'arrêter la progression du pathogène et 
d'empêcher sa propagation au reste de la plante. Elle agirait en privant les bactéries 
de ressources nutritives et d'eau (Wright and Beattie, 2004) et en relâchant dans le 
milieu des composés toxiques (pour revue : (Lam, 2004; Mur et al., 2008)). Elle peut 
être comparée à une politique de terre brulée, la plante préférant sacrifier une partie 
d’elle-même pour sauver son intégrité. La HR est un processus actif de l'hôte qui se 
produit chez des cellules métaboliquement actives. Elle est contrôlée et régulée par 
différents facteurs génétiques (pour revue : (Greenberg and Yao, 2004)). Le 
déclenchement de la HR semble résulter de plusieurs effets provoqués par les 
médiateurs que sont les ROS, le NO et le SA ; ceux-ci jouent un rôle central dans 
l'activation de la résistance (pour revue : (McDowell and Dangl, 2000)). Les ROS 
agiraient comme antimicrobiens et/ou comme agent de peroxydation des acides gras 
membranaires ce qui altèrerait l'intégrité membranaire (May et al., 1996). Les cellules 
en cours de HR présentent un changement morphologique des mitochondries 
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Figure 11. L’immunité déclenchée par les ET3 ou ETI
La reconnaissance, directe ou indirecte, entre une protéine Avr et une protéine R conduit, via 
l’activation de cascades de MAPK, à la mise en place de défenses similaires à celles de la PTI 
mais plus intenses et culminant souvent dans la réponse hypersensible (HR). Certaines 
protéines R sont dans un complexe multiprotéique avec les protéines Hsp90, RAR1 et SGT1. 
L’élicitation de l’ETI par certaines protéines R nécessite les protéines EDS1 et PAD4 ; 
l’activité d’autres protéines R est dépendante de NDR1. 
Certains complexes R/Avr sont localisés dans le noyau où ils agissent directement sur la 
machinerie de transcription en empêchant l’activité de certains inhibiteurs de la transcription 
des gènes de défense.
Dans l’encadré en haut à droite : photographie d’une HR élicitée par R. solanacearum sur la 
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(Bestwick et al., 1995), une vacuolisation du cytoplasme et un dysfonctionnement 
membranaire. Il faut cependant noter que la HR n'est pas systématiquement 
observée lors de l'ETI et qu'elle n'est pas toujours nécessaire pour arrêter la 
croissance du pathogène (Century et al., 1995; Hammond-Kosack et al., 1998). Les 
autres réponses de défense mises en place lors de l'ETI sont parfois suffisantes au 
déclenchement de la résistance. Il est donc possible que la HR soit simplement un 
"dommage collatéral" du à la mise en place de défenses trop intenses et qu'elle ne 
soit donc pas nécessaire à l'établissement de la résistance. 
Les réponses de défense locales que sont celles de l'ETI mais aussi de la PTI 
s'accompagnent d'une forme de résistance systémique appelée résistance 
systémique acquise ou SAR. La SAR est notamment dépendante du SA et elle 
permet d'augmenter la résistance de la plante lors d'attaques ultérieures par 
différents pathogènes (pour revue : (Durrant and Dong, 2004; Grant and Lamb, 
2006).  
 
3.3 De la reconnaissance R/Avr aux réponses de défense  
 
3.3.1 Les protéines de résistance  
 
La majorité des protéines R sont de type NB-LRR : elles contiennent dans leur 
domaine central un site de liaison aux nucléotides (NB pour nucleotide binding) et en 
C-terminal un domaine de répétitions riches en leucine (LRR pour leucine rich 
repeats) (pour revue : (DeYoung and Innes, 2006; Lukasik and Takken, 2009) 
(Figure 12). Elles sont structurellement apparentées à certains récepteurs 
intracellulaires de l'immunité animale (Ausubel, 2005). Elles peuvent être divisées en 
deux groupes selon la nature de leur domaine N-terminal : les CC-NB-LRR qui 
possèdent un domaine coiled-coil N-terminal et les TIR-NB-LRR qui ont un domaine 
présentant des homologies avec les récepteurs Toll et interleukine 1 (TIR pour Toll-
interleukin-1 receptor). Il existe un cas particulier de TIR-NB-LRR : la protéine RRS1-
R d’Arabidopsis qui reconnaît l’effecteur PopP2 de R. solanacearum. Celle-ci 
contient une extension C-terminale qui comprend un domaine d’activateur 
transcriptionnel de type WRKY (Deslandes et al., 2003).  
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Figure 12. Les différentes classes de protéines R
Les protéines R sont classées selon l’organisation de leurs domaines. Les protéines R à
LRR extracellulaires peuvent être des RLK ou des RLP. La membres de la classe des 
NB-LRR peuvent être du type CC-NB-LRR ou TIR-NB-LRR. La protéine TIR-NB-
LRR particulière RRS1-R est représentée. 
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Dans les cas de reconnaissance directe R/Avr, la présence de l’effecteur dans 
les cellules végétales est principalement détectée par les domaines LRR qui 
déterminent la spécificité de reconnaissance (Ellis et al., 1999; Jia et al., 2000). Ces 
répétitions, d’une longueur de 20 à 30 acides aminés chacune en général, sont des 
domaines d’interaction protéine-protéine (Kobe and Kajava, 2001). Dans les cas de 
reconnaissance indirecte, la cible végétale de l’effecteur semble plutôt interagir avec 
le domaine N-terminal de la protéine NB-LRR (Ade et al., 2007; Mackey et al., 2002; 
Mucyn et al., 2006). Les complexes protéines R/cible gardée sont constitutifs et dans 
un état inactif. L’interaction de l’effecteur ou de sa cible avec la protéine R conduirait 
à des changements conformationnels qui activeraient la protéine R (Ade et al., 2007; 
Mucyn et al., 2009; Tameling et al., 2006). L’activation des voies de signalisation par 
la protéine R se fait par un mécanisme inconnu mais elle implique le domaine N-
terminal, qu’il soit de type TIR ou CC. En effet, les domaines CC et NB de RPS5 sont 
tous deux nécessaires et suffisants à l’activation de la HR (Ade et al., 2007) et le 
domaine TIR de RPS4 contribue à la signalisation de la mort cellulaire (Swiderski et 
al., 2009). 
 
Une seconde classe majeure de protéines R est constituée des protéines à 
LRR extracellulaires (eLRR) qui peuvent être des RLK ou des RLP (Figure 12). On 
peut citer en exemple les RLP codées par les gènes de tomate Cf de résistance au 
champignon Cladosporium fulvum et la RLK Xa21 du riz qui confère la résistance à 
X. oryzae pv. oryzae (Rivas and Thomas, 2005; Song et al., 1995). Enfin, il existe 
d’autres types de protéines R comme les protéines Xa27 du riz et Bs3 du poivron. 
Xa27 qui reconnaît AvrXa27 de X. oryzae pv.oryzae ne présente aucune homologie 
avec d’autres protéines R connues (Gu et al., 2005). Bs3 dont nous parlerons plus 
loin est quant à elle une flavine monoxygenase (Romer et al., 2007). 
 
3.3.2 La signalisation en aval de la reconnaissance R/Avr 
 
Les protéines de signalisation qui agissent en aval des protéines R sont 
encore peu connues. La recherche d’interacteurs protéiques ainsi que des criblages 
génétiques ont tout de même permis d’identifier des protéines nécessaires à la HR et 
à la résistance. Ainsi les protéines R seraient stabilisées et repliées dans une 
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Tableau 3. Couples R/Avr et cibles des protéines Avr mentionnés dans le texte
Les cibles gardées sont des protéines. Les cibles des ET3 activateurs de la transcription 
sont des promoteurs. « Direct » indique une interaction directe R/Avr. Sont indiqués le 
nom de la protéine R, sa classe (RLP pour receptor like protein) et l’espèce végétale chez 
laquelle elle a été identifiée. 
Micro-organisme Protéine d'avirulence Cible Protéine R Classe Plante Références
AvrPto
AvrPtoB
AvrPtoB     
N-term. Fen (Rosebrock et al., 2007)
AvrRpt2 RIN4 RPS2 CC-NB-LRR A. thaliana (Bent et al.,1994; Mindrinos et al., 1994 ; Axtell et al., 2003; Mackey et al., 2003)
AvrB
AvrRpm1
P. syringae pv. phaseolicola HopAR1 PBS1 RPS5 CC-NB-LRR A. thaliana (Warren et al., 1998; Shao et al., 2003; Ade et al., 2007)
P. syringae pv. pisi AvrRps4 RPS4 TIR-NB-LRR A. thaliana (Gassmann et al., 1999)
R. solanacearum PopP2 Direct RRS1-R TIR-NB-LRR A. thaliana (Deslandes et al., 2003)
X. oryzae pv. oryzae AvrXa27 pXa27 Xa27 Pas d'homologie connue Riz (Gu et al., 2005)
AvrBs3 pBs3 Bs3 Flavine Monooxygénase Poivron (Pierre et al., 2000; Romer et al., 2007)
AvrBs4 Direct ? Bs4 TIR-NB-LRR Tomate (Ballvora et al., 2001; Schornack et al., 2004)
Avr2 Rcr3 Cf2 Tomate (Rooney et al., 2005)
Avr4/9 Cf4/9 Tomate (Jones et al., 1994; Thomas et al., 1997)
Blumeria graminis AvrA10 MLA10 CC-NB-LRR Orge (Ridout et al., 2006; Shen et al., 2007)
Melampsora lini AvrL5/6/7 Direct L5/6/7 TIR-NB-LRR Lin (Dodds et al., 2004)
Magnaporthe grisea AvrPita Direct Pita CC-NB-LRR Riz (Jia et al., 2000)
Virus de la mosaïque du tabac p50 NRIP N TIR-NB-LRR N. tabacum (Whitham et al., 1994; Caplan et al., 2008)
(Salmeron et al., 1996;  Kim et al., 2002; 
Pedley et al., 2003; Janjusevic et al.,  
2006; Mucyn et al., 2006)
P. syringae pv. maculicola (Grant et al., 95; Mackey et al., 2002)
Tomate
A. thaliana








P. syringae pv. tomato
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conformation permettant la signalisation au sein d'un complexe multiprotéique 
comportant la chaperonne cytosolique Hsp90 et les co-chaperonnes SGT1 et RAR1 
(Shirasu and Schulze-Lefert, 2003) (Figure 11). On peut distinguer au moins deux 
voies distinctes de signalisation en aval de l'interaction R-Avr en fonction de la nature 
des protéines R (Aarts et al., 1998). Les protéines R du type TIR-NB-LRR ont besoin 
des lipases putatives EDS1 et PAD4 pour fonctionner (pour revue: (Wiermer et al., 
2005)) alors que la protéine membranaire NDR1 est nécessaire à la fonction de 
plusieurs protéines R du type CC-NB-LRR comme RPS2 et RPM1 (Day et al., 2006). 
Les protéines SGT1 de plantes présentent des similarités avec la protéine 
SGT1 de levure qui est un régulateur des ubiquitine-ligases de type SCF (Kitagawa 
et al., 1999). RAR1 et SGT1 interagissent avec des composants de la voie de 
protéolyse dépendante du protéasome et de l'ubiquitine (Serino and Deng, 2003). 
SGT1 et RAR1, en plus d’être des co-chaperonnes, pourraient donc aussi être 
impliqués dans la dégradation de régulateurs négatifs des défenses et/ou de la HR. 
L’importance dans l’ETI de la dégradation protéique via le protéasome est appuyé 
par le fait que des E3 ubiquitine-ligases à U-box sont également nécessaires à la 
résistance (Gonzalez-Lamothe et al., 2006; Yang et al., 2006b).  
 
 L’activation des défenses suite à la reconnaissance R/Avr passe au moins 
pour partie par des cascades MAPK. Cela a notamment été démontré chez la tomate 
(Lycopersicum esculentum) dans le cas de la résistance à P. syringae pv. tomato 
dont le déclenchement nécessite deux cascades de MAPKs (Figure 6) (del Pozo et 
al., 2004; Ekengren et al., 2003). L’activation des cascades de MAPK par les 
protéines R participe probablement à la modification de l’expression génique 
observée lors de l'ETI.  
  Cependant, le lien entre les protéines R et la reprogrammation de la 
transcription est parfois beaucoup plus direct (pour revue : (Shen and Schulze-Lefert, 
2007)). En effet, des études récentes montrent que certaines protéines R sont 
localisées dans le noyau et que cette localisation est nécessaire à la résistance 
(Burch-Smith et al., 2007; Shen et al., 2007). Certaines, comme la protéine MLA10 
de l'orge, agissent parfois directement sur la machinerie de transcription. Suite à la 
reconnaissance de AvrA10, MLA10 interagit dans le noyau avec les facteurs de 
transcription HvWRKY1/2 (Hordeum vulgare). Ces derniers sont des répresseurs de 
la PTI ; l'extinction de leur expression conduit à des niveaux réduits de microcolonies 
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fongiques suite à l’infection par une souche virulente (Shen et al., 2007). Les auteurs 
proposent un modèle dans lequel les facteurs de transcription WRKY participent à un 
rétrocontrôle négatif de la PTI ; MLA10 perturbe la fonction de répression de 
HvWRKY1/2 ce qui amplifie l'expression des gènes de défense et conduit à la mise 
en place de défenses plus efficaces (Figure 11). L'action directe sur la machinerie de 
transcription montre l'existence de voies de signalisation courtes en aval des 
protéines R dont les effets sur le transcriptome restent à découvrir. Ce constat est 
renforcé par l'existence de la protéine R d'Arabidopsis RRS1 qui possède elle-même 
un domaine WRKY susceptible de se lier à l'ADN.   
 
3.3.3 L'ETI résulte d'une levée d'inhibition de la PTI 
 
Les réponses de défense de la PTI et de l’ETI se superposent largement, 
incluant notamment l’accumulation de ROS, l’activation de MAPKs et l’induction de 
gènes de défense. Ceci montre une convergence des voies de signalisation 
déclenchées par les PRR et les protéines R. Il est d'ailleurs intéressant de noter 
qu'une cascade de MAPK activée chez Arabidopsis suite à la perception de la 
flagelline partage des homologies avec une des cascades induites chez la tomate 
suite à la perception de AvrPto (Figure 6). De plus, les travaux de Shen et al. (2007) 
montrent que la machinerie transcriptionnelle de la PTI est une cible directe de 
certaines protéines de résistance ; l’ETI semble fonctionner en inhibant le 
rétrocontrôle négatif de la PTI. Ces travaux entre autres soutiennent le modèle 
illustrant l’immunité végétale représenté sur la figure 13 (Schwessinger and Zipfel, 
2008). Selon ce modèle, les défenses sont constitutivement inhibées chez une plante 
saine. La perception d’un microorganisme par l’interaction PAMP/PRR lève cette 
inhibition probablement grâce à la dégradation de régulateurs négatifs. Une fois mise 
en place, la PTI est régulée par des boucles de rétrocontrôle négatives ou positives. 
L'inhibition des défenses a pour rôle d'éviter la mise en place de "réponses 
inflammatoires chroniques" et/ou de restreindre les réponses immunitaires sous un 
seuil qui serait préjudiciable aux cellules. Si la bactérie est pathogène, alors les ET3 
injectés dans les cellules végétales suppriment les défenses basales, en stabilisant 
les régulateurs négatifs par exemple. Enfin, si la plante est capable de reconnaître 
spécifiquement un des ET3 injectés, alors la reconnaissance R/Avr augmente les 
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Figure 13. L’ETI correspond à une amplification de la PTI
Selon ce modèle, les plantes inhiberaient leurs réponses de défense grâce à des régulateurs 
négatifs en absence de micro-organismes.
En présence de bactéries, la détection des MAMP par les PRR entraîne l’inhibition de la 
régulation négative des défenses ce qui conduit à l’activation de la PTI. 
1 : La PTI est activée par des boucles de rétrocontrôle positives. Les activateurs de la PTI 
sont inhibés par les ET3 dans une plante sensible et sont activés par la reconnaissance 
R/Avr. Dans une planté résistante, l’amplification de la PTI pourrait ainsi être accomplie en 
renforçant les changements transcriptomiques de la PTI.
2 : La PTI est également régulée par des boucles de rétrocontrôle négatives. Dans une plante 
sensible, les ET3 pourraient agir en mimant ou en stabilisant les régulateurs négatifs de la 
PTI afin de diminuer l’amplitude des réponses de défense de la PTI. Dans une plante 
résistante au contraire, l’ETI pourrait être déclenchée en inhibant les régulateurs négatifs de 
la PTI.
L’ETI serait donc le résultat simultané d’une activation du rétrocontrôle positif de la PTI 
ainsi que d’une inhibition de son rétrocontrôle négatif.
(D’après Schwessinger and Zipfel, 2008)
Apoplasme
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réponses de défense (i) en dégradant des régulateurs négatifs de la PTI d'où 
l'importance de la protéolyse dans l'ETI (ii) en séquestrant des régulateurs négatifs 
de la PTI, ce que semble faire MLA10 envers HvWRKY1/2 (iii) ou en renforçant les 
changements transcriptionnels induits par la PTI (Tao 2003). Il existe en effet un 
chevauchement entre les gènes induits lors de la PTI et de l’ETI. La plupart des 
gènes induits chez des tabacs transgéniques suite à la reconnaissance Cf9/Avr9 
sont également induits chez Arabidopsis suite au traitement avec flg22. De plus 45% 
des gènes induits par flg22 sont aussi induits lors d’une interaction incompatible alors 
que seuls 8% sont induits lors d’une interaction compatible (Navarro et al., 2004). Ce 
chevauchement entre les réponses à un éliciteur général et celles à un éliciteur race-
spécifique est le signe d’un processus conservé dans l’immunité végétale. De plus, 
cela suggère que les mécanismes de l’ETI ont évolué à partir de ceux de la PTI.  
 
3.4 Mécanistique des interactions R/Avr 
 
3.4.1 L’interaction directe ou indirecte entre protéines R et Avr 
 
Depuis l'introduction du modèle gène-pour-gène par Flor dans les années 
1940, des dizaines de couples R/Avr ont été caractérisés (Dangl and Jones, 2001). 
Le mode de reconnaissance le plus simple est une association physique entre la 
protéine R et l’effecteur. La première mise en évidence d’une telle interaction a été 
démontrée pour la protéine NB-LRR Pita du riz et l’effecteur Avr-Pita du champignon 
Magnaporthe grisea (Jia et al., 2000). Les allèles du locus L du lin codent pour des 
protéines TIR-NB-LRR qui interagissent avec les protéines AvrL correspondantes de 
l’agent de la rouille du lin Melampsora lini ; cette interaction détermine l’activation de 
la résistance (Dodds et al., 2006). Un cas de reconnaissance directe d’un effecteur 
bactérien est celui de la protéine d’avirulence PopP2 de R. solanacearum qui 
interagit physiquement avec la protéine RRS1-R d’Arabidopsis (Deslandes et al., 
2003). Cependant malgré les nombreuses recherches dans ce domaine, les cas 
d'interaction directe décrits à ce jour restent rares et il semble que le mode de 
reconnaissance le plus répandu soit la reconnaissance indirecte. Un exemple 
emblématique et largement étudié du modèle de garde est la protéine RIN4 
d’Arabidopsis, une protéine sous haute surveillance. 
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RIN4 (pour RPM1 interacting 4) est une protéine de 211 acides aminés 
associée à la membrane plasmique (Figure 14A). Elle interagit constitutivement avec 
deux protéines NB-LRR : RPM1 et RPS2 (Axtell and Staskawicz, 2003; Mackey et 
al., 2002; Mackey et al., 2003). RPM1 et RPS2 "gardent" RIN4, "surveillent" ses 
éventuelles modifications par des effecteurs. Deux effecteurs de P. syringae, 
AvrRpm1 et AvrB, sont modifiés dans la cellule hôte par acylation et sont adressés à 
la membrane plasmique (Nimchuk et al., 2000). Par un mécanisme encore inconnu, 
ils induisent la phosphorylation de RIN4 ce qui active RPM1 (Mackey et al., 2002). 
Un troisième effecteur, AvrRpt2, a aussi pour cible RIN4. AvrRpt2 est une cystéine 
protéase (Axtell et al., 2003). Son activation dans les cellules végétales par 
autoclivage fait apparaître en N-terminal un site de myristoylation suggérant que 
AvrRpt2 est localisé au niveau de la membrane plasmique (Coaker et al., 2005). 
AvrRpt2 clive alors RIN4 en deux sites, ce qui dissocie RIN4 de RPS2 (Chisholm et 
al., 2005). Or RIN4 maintenait RPS2 dans un état inactif ; en effet, des mutants rin4 
présentent une induction constitutive de la voie RPS2 (Mackey et al., 2003). La 
dégradation de RIN4 conduit donc à l’activation de RPS2. RIN4 est donc un point de 
convergence de deux voies déclenchant l’ETI et impliquant au moins deux protéines 
R et trois effecteurs. Une autre protéine végétale, Pto est ciblée par deux effecteurs : 
AvrPto et AvrPtoB (Kim et al., 2002) (Figure 14B). Il semble donc courant que 
plusieurs effecteurs agissent sur la même cible ce qui permettrait de limiter le 
nombre de protéines R nécessaires aux plantes pour se défendre contre différents 
agents pathogènes.  
Selon ces différents exemples, la protéine gardée est constitutivement 
associée à la protéine R. Mais dans certains cas, la protéine gardée semble d’abord 
interagir avec l’effecteur puis être reconnue par la protéine R. C'est le cas de la 
protéine N de N. glutinosa qui ne se lie à NRIP1 que lorsque l’effecteur p50 du virus 
de la mosaïque du tabac est présent (Caplan et al., 2008). Outre l’interaction directe 
et indirecte entre protéines R et Avr, un troisième mode d’activation de l’ETI consiste 





Figure 14. Activation de l’ETI par des ET3 modifiant une cible végétale gardée par une 
protéine R.
A. RIN4, une protéine sous haute surveillance. En absence des protéines Avr, les protéines 
R RPS2 et RPM1 interagissent avec la protéine RIN4 associée à la membrane plasmique.  
AvrRpt2 est activé dans les cellules végétales par la cyclophiline puis il exerce son activité
cystéine protéase sur RIN4. Le clivage de RIN4 active RPS2 et déclenche l’ETI. Les ET3 
AvrB et AvrRpm1 sont acylés et adressés à la membrane plasmique. Ils ont aussi pour cible 
RIN4 dont ils induisent la phosphorylation ce qui active RPM1.
B. La protéine kinase Pto est la cible de 2 ET3 non apparentés : AvrPto et AvrPtoB.
Leur interaction avec Pto abolit l’activité inhibitrice de Pto sur Prf. Prf activée induit alors 
l’ETI.
C. HopAR1/PBS1/RPS5. La cystéine protéase HopAR1 est acylée et adressée à la 
membrane plasmique. Elle clive la kinase PBS1 ce qui active la protéine RPS5 localisée au 
niveau de la membrane plasmique. L’activité catalytique des fragments clivés de PBS1 est 
nécessaire au déclenchement de l’ETI ce qui suggère que leur autophosphorylation est 
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3.4.2 La détection des effecteurs facteurs de transcription  
 
 Certains ET3 n’ont pas d’activité enzymatique proprement dite mais se 
comportent comme des activateurs transcriptionnels ; on parle d’effecteurs TAL pour 
transcription activator-like. Une première stratégie utilisée pour lutter contre les effets 
des effecteurs TAL est la mutation d’un promoteur cible afin qu’il ne soit plus activé 
par l’effecteur correspondant. Cette mutation récessive sera suffisante pour rendre la 
plante résistante si l’induction de l’expression du gène cible par l’effecteur est 
indispensable au développement de la maladie. Un tel exemple a été décrit dans 
l’interaction entre X. oryzae pv. oryzae et le riz (Chu et al., 2006; Yang et al., 2006a). 
Pour détecter la présence des effecteurs TAL, l’évolution a aussi sélectionné 
une stratégie de reconnaissance consistant à placer des gènes de résistance sous le 
contrôle de promoteurs inductibles par ces effecteurs. Ainsi chez des poivrons 
résistants, le gène de résistance Bs3 possède dans son promoteur une boîte UPA. 
Ce dernier est activé spécifiquement par AvrBs3 ce qui conduit à l’accumulation de la 
protéine Bs3 et déclenche l’ETI (Figure 8). Bs3 n’est pas une protéine de résistance 
classique mais une protéine homologue aux monooxygenases dépendantes de la 
flavine ; son activité enzymatique est nécessaire à l’élicitation de la HR (Romer et al., 
2007). Une autre flavine monooxygenase, la protéine FMO1 d’Arabidopsis, est 
impliquée dans la défense contre les pathogènes (Bartsch et al., 2006; Koch et al., 
2006; Mishina and Zeier, 2006). 
L’induction spécifique d’un gène de résistance par un homologue de AvrBs3 a été 
également décrite chez le riz ; les allèles résistants et sensibles du gène Xa27 
codent pour des protéines identiques mais seule l’expression de l’allèle résistant est 
induite en présence de souches de X. oryzae pv. oryzae exprimant AvrXa27 (Gu et 
al., 2005). Dans ces deux exemples, ce n’est pas la présence du gène R qui confère 
la résistance mais sa capacité à être induit par un effecteur TAL du pathogène. Le 
promoteur du gène R semble agir comme un piège moléculaire ; l’effecteur induit le 
gène R comme s’il s’agissait d’une cible de virulence alors qu’il s’agit d’un gène 
permettant la mise en place de la résistance. En effet, Bs3 semble avoir pour unique 
fonction le déclenchement de l’ETI, son expression n’ayant jamais été détectée en 
absence de AvrBs3. Le promoteur de Bs3 serait donc un leurre élaboré par la plante 
afin de lui permettre de résister à l’infection.  
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3.4.3 Les cibles gardées des effecteurs Avr ne seraient-elles pas des 
leurres ?  
 
Dans de nombreux cas, l'intérêt qu'a le pathogène à modifier les protéines 
gardées dans une interaction compatible reste incompris. En effet, la protéine gardée 
n'est souvent pas indispensable à l'activité de virulence de l'effecteur chez une plante 
ne possédant pas la protéine R correspondante (Belkhadir et al., 2004; Chang et al., 
2000). D'autre part, des travaux récents sur certaines protéines Avr montrent qu'elles 
ont d'autres cibles que les protéines gardées. Ces données ont donc suscité 
l'émergence d'un modèle complémentaire selon lequel les protéines gardées ne sont 
pas forcément des cibles de virulence de l'effecteur mais des leurres mis en place 
par la plante pour piéger le pathogène dans un évènement de reconnaissance (pour 
revue : (van der Hoorn and Kamoun, 2008)) (Figure 15). Le leurre mime une des 
"véritables" protéines cibles mais il est spécialisé dans le déclenchement de l'ETI ; il 
ne contribue pas à l'aptitude parasitaire du pathogène en absence de la protéine R 
correspondante. Il est possible que ce leurre agisse également en entrant en 
compétition avec les vraies cibles de l'effecteur ce qui diminuerait le nombre 
d'interactions effecteur/cible et limiterait la virulence du pathogène même en 
l'absence de la protéine R. Cela est différent du modèle de garde selon lequel la 
manipulation de la protéine gardée bénéficie directement au pathogène dans le 
cadre d'interactions compatibles. Les leurres sont probablement apparus soit par 
duplication de gènes codant pour une cible de virulence soit par l'évolution de 
protéines en des protéines mimant les cibles.  
Le modèle du leurre est étayé par plusieurs mécanismes de perception des 
effecteurs décrits à ce jour ; par exemple, le promoteur de Bs3 (voir ci-dessus) et 
RIN4 semblent être des leurres plutôt que des cibles de virulence (Figure 16).  La 
protéine RIN4, gardée par RPS2, est la cible de AvrRpt2 qui la clive ce qui déclenche 
l'ETI. Plusieurs arguments laissent à penser que RIN4 est un leurre. Tout d'abord, 
RIN4 est un régulateur négatif des défenses basales que le pathogène n'aurait donc 
pas intérêt à éliminer (Kim et al., 2005b). D'autre part, l'activité de virulence de 
AvrRpt2 est indépendante de son action sur RIN4 : des versions mutantes de 
AvrRpt2 qui ne sont plus capables de cliver RIN4 contribuent toujours à la virulence 
(Lim and Kunkel, 2004). Les vraies cibles de virulence de AvrRpt2 figurent 







Cible 1 Cible 2 Cible 3
E T I  
R
Cible 1 Cible 2
E T I  
Leurre
A. Modèle de garde B. Modèle du leurre
Figure 15. Comparaison du modèle de garde et du modèle du leurre
Selon le modèle de garde, l’altération par l’ET3 de chacune de ses cibles contribue à la 
virulence du pathogène ; dans une plante qui possède une protéine R gardant une des cibles, 
la modification par l’ET3 de cette cible déclenche l’ETI. Selon le modèle du leurre, 
l’altération du leurre par l’ET3 ne participe pas à la virulence ; dans une plante qui possède 
une protéine R gardant le leurre, la modification du leurre déclenche l’ETI. Le leurre est donc 
une cible de l’ET3 qui est nécessaire au fonctionnement de la protéine R mais qui n’a pas de 
fonction dans les défenses ou dans la sensibilité végétale en absence de la protéine R 
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upa
upa20 Bs3
E T S E T I
AvrBs3 Cible1
Cible2
Figure 16. Modèle du leurre appliqué à 3 couples R/Avr
Le promoteur de Bs3 et les protéines RIN4 et Pto semblent avoir évolué pour mimer les 
cibles de virulence de AvrBs3, AvrRpt2 et AvrPto respectivement. Leur interaction avec ces 
ET3 conduit à la mise en place de la résistance. Ainsi le promoteur de Bs3 possède une boîte 
UPA ; RIN4 contient des sites de clivage par AvrRpt2. La kinase Pto entrerait en compétition 
avec les récepteurs kinases FLS2 et EFR qui sont les cibles de virulence de AvrPto.
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(Chisholm et al., 2005; Takemoto and Jones, 2005) ; il est probable que RIN4 mime 
ces cibles en possédant des sites de clivage par AvrRpt2.  
 
 Les plantes ont donc acquis la capacité à détecter les ET3 de différentes 
manières, soit en générant des protéines qui reconnaissent directement les ET3, soit 
en mettant en place des systèmes protéiques gardant les cibles des ET3 ou des 
mimes de ces cibles. La réponse immunitaire ainsi déclenchée atteint une amplitude 
suffisante pour contrer l'attaque du pathogène et rendre la plante résistante (Figure 
2).  
 
3.5 Les réponses des bactéries face à l'ETI : l'évolution du dialogue plante-
bactérie 
 
Face à la reconnaissance d’un ET3 par une protéine R, l’évolution bactérienne 
a sélectionné des souches ayant perdu l’effecteur reconnu ou l’ayant modifié de telle 
sorte qu’il ne soit plus détecté par la protéine R correspondante (pour revue : (Arnold 
et al., 2007)). 
Les bactéries phytopathogènes ayant acquis de larges répertoires d’ET3, il est 
concevable que l'un d'entre eux puisse être perdu sans nuire à la virulence du 
pathogène, soit parce qu’il n’est pas indispensable sur un hôte donné, soit parce que 
son action peut être compensée par celle d’un autre effecteur ayant une fonction 
redondante dans la virulence. La perte d'un ET3 a été démontrée chez P. syringae 
pv. phaseolicola dont l'effecteur HopAR1 est reconnu par la protéine R3 du haricot, 
ce qui élicite une HR (Pitman et al., 2005). Après cinq passages successifs sur 
plante résistante, des lésions symptômatiques se sont développées et l'analyse des 
bactéries a révélé l'excision d'une région de 100 kb contenant le gène hopAR1 
(Pitman et al., 2005). Lorsqu'un agent pathogène se débarasse ainsi d'une protéine 
d'avirulence, le gène R correspondant devient inutile et sera perdu dans la population 
surtout si, comme RPM1, il présente un désavantage sélectif en absence de l'agent 
pathogène (Tian et al., 2003). Cela explique le maintien, dans les populations 
végétales, de plantes ne possédant pas certains gènes R.  
D’autre part, pour échapper à la reconnaissance, la séquence des ET3 peut 
être modifiée de manière à perdre leur fonction d'avirulence tout en conservant leur 
rôle dans la virulence (Stevens et al., 1998; Yang et al., 2005). La diversité peut être 
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générée par des mutations ponctuelles (substitutions-délétions-insertions), des 
insertions d'éléments génétiques mobiles ou des réarrangements chromosomiques 
internes. Ces derniers consistent à créer des ET3 chimères entre deux ET3 pré-
existants ou entre un ET3 et une autre région chromosomique (Stavrinides et al., 
2006). Ces nouveaux gènes seront transmis à la descendance et sélectionnés s'ils 
apportent un avantage évolutif ; on parle de patho-adaptation. On peut penser que 
l'apparition chez l'agent pathogène de nouveaux allèles avr conduise à la sélection 
de nouveaux allèlles R qui établissent à nouveau la reconnaisance. Ainsi certains 
couples R/Avr sont sujets à une forte sélection diversifiante ce qui suggère une co-
évolution réciproque. Par exemple, les gènes L du lin et les allèles avr 
correspondants sont très polymorphes ; les différences de structure et de séquence 
parmi les allèles L sont surtout localisées au niveau des domaines LRR qui 
déterminent la spécificité de reconaissance (Dodds et al., 2006; Ellis et al., 1999). 
 
Enfin une autre solution apparue au cours de l'évolution pour contrer l'ETI a 
consisté à générer ou à acquérir des ET3 possédant la capacité de supprimer l'ETI. 
Ces ET3 pourraient avoir été acquis par transfert horizontal de gènes, les donneurs 
pouvant être d'autres bactéries ou bien des eucaryotes et des archées (Kado, 2009; 
Ma et al., 2006) (pour revue : (Arnold et al., 2007; Stavrinides et al., 2008)). Ainsi, 
parmi 24 familles d'ET3 de P. syringae, 11 semblent avoir été acquises récemment 
par transfert horizontal (Rohmer et al., 2004). 
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4 La suppression de l'ETI : les ET3 ne sont-ils que des 
suppresseurs de défense ? 
 
 
4.1 Certains ET3 suppriment l'ETI 
 
De nombreux ET3 sont capables d'inhiber l'ETI déclenchée par d'autres ET3. 
Les défenses des plantes sont alors supprimées et deviennent trop faibles pour 
empêcher la prolifération de la bactérie (Figure 17). L'ETS se met à nouveau en 
place (Figure 2). Dans une souche bactérienne donnée, un ET3 peut masquer la HR 
déclenchée par un ou plusieurs autres ET3. Ainsi, la souche sauvage de P. syringae 
pv. phaseolicola est virulente sur haricot mais un mutant dépourvu de l'effecteur 
AvrPphF déclenche une HR (Tsiamis et al., 2000). La présence de AvrPphF permet 
donc à cette souche bactérienne d'étendre sa gamme d'hôtes à certains cultivars de 
haricot en inhibant l'ETI mise en place suite à la reconnaissance d'autres ET3 du 
répertoire. La suppression de la HR intervient même parfois dans des souches 
avirulentes. Ainsi des mutants hopN1 ou hopG1 de P. syringae pv. tomato élicitent 
une HR sur tabac plus forte que la souche sauvage (Jamir et al., 2004; Lopez-
Solanilla et al., 2004) ; ces effecteurs inhibent probablement la HR élicitée par 
certains ET3 mais au moins un autre ET3 déclenche l'ETI chez la plante. L'activité de 
suppression a pu également être mise en évidence par des expériences consistant à 
exprimer simultanément in planta un ET3 candidat et une protéine d'avirulence 
connue pour déclencher une HR. Ainsi, plusieurs cribles ont utilisé la bactérie non 
pathogène P. fluorescens. Cette dernière, transformée par un plasmide portant le 
gène d'avirulence hopA1 et les gènes codant pour le SST3, élicite une HR sur 
Arabidopsis et sur N. tabacum. Il a ainsi pu être montré que 32 ET3 de P. syringae 
pv. tomato DC3000 possèdent la capacité à supprimer la HR dépendante de HopA1 
(Guo et al., 2009; Jamir et al., 2004) (Tableau 4). Cette aptitude a également été 
démontrée pour trois ET3 de la famille AvrBs3 de Xanthomonas (Fujikawa et al., 
2006). D'autre part, l'expression simultanée de AvrRpt2 et AvrRpm1 dans une 
souche de P. syringae pv. tomato DC3000 a permis de montrer que AvrRpt2 était 
capable de supprimer la HR déclenchée par la reconnaissance AvrRpm1/RPM1 
(Ritter and Dangl, 1996). Ceci peut aujourd'hui s'expliquer par le fait que AvrRpt2 
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Figure 17. La suppression de l’ETI par les ET3.
Les bactéries phytopathogènes ont acquis des effecteurs capables de supprimer les 
défenses induites suite à la reconnaissance d’un de leurs ET3 par une protéine R. Ces ET3 
suppresseurs de HR peuvent agir spécifiquement en inhibant la HR élicitée par un couple 
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dégrade RIN4 qui ne peut alors plus être phosphorylé par AvrRpm1 et activer RPM1 
(Kim et al., 2005a).  
Les ET3 ayant une activité de suppression de la HR semblent être très 
nombreux. Cela est particulièrement vrai chez la bactérie P. syringae pour laquelle 
une étude récente montre que 32 ET3 sur 35 candidats testés sont des 
suppresseurs de HR (Guo et al., 2009). L'inhibition de la mort cellulaire joue ainsi un 
rôle clé dans la pathogénie en supprimant l'ETI déclenchée par d'autres effecteurs. 
La mise en place de la maladie n'indique donc pas toujours l'absence de 
reconnaissance R/Avr mais peut résulter d'une suppression efficace des réponses de 
défense de l'ETI. 
 
4.2 Les fonctions biochimiques des ET3 suppresseurs de l'ETI 
 
Malgré le grand nombre d'ET3 identifiés à ce jour comme suppresseurs de 
HR, nous connaissons peu leur mode d'action. On sait cependant que l'activité 
enzymatique de certains d'entre eux est nécessaire à leur fonction de suppression. 
C'est le cas de l'activité protéase à cystéine de l'effecteur HopN de P. syringae ; 
des mutants dans la triade catalytique ne sont plus capables de supprimer la HR 
élicitée par P. syringae pv. tomato DC3000 sur N. benthamiana et N. tabacum 
(Lopez-Solanilla et al., 2004). HopN doit donc supprimer la HR en clivant une cible 
végétale. D'autre part, l'effecteur HopAO1 (anciennement appelé HopPtoD2) est une 
phosphatase à tyrosine dont l'activité enzymatique est nécessaire à la suppression 
de la HR élicitée par une souche avirulente de P. syringae sur N. benthamiana et N. 
tabacum (Bretz et al., 2003; Espinosa et al., 2003). HopAO1 est également capable 
de supprimer la HR induite par l'expression d'une forme constitutivement active de la 
MAPKK NtMEK2 ce qui peut indiquer que sa cible phosphorylée se trouve en aval de 
NtMEK2 (Espinosa et al., 2003). Cette cible pourrait être une MAPK étant donné que 
celles-ci sont activées par phosphorylation des tyrosines et des thréonines (Zhang 
and Klessig, 2001). Cependant, chez Arabidopsis, HopAO1 n'exerce pas son action 
sur MPK3 ni MPK6 et ses cibles restent encore à identifier (Underwood et al., 2007). 
Il est intéressant de noter que certains suppresseurs de HR sont membres de la 
famille AvrBs3 ; ils agissent donc probablement dans le noyau en modifiant 
l'expression génique (Fujikawa et al., 2006). Pour comprendre comment les ET3 
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parviennent à supprimer l'ETI, l'identification de leurs cibles végétales sera une étape 
déterminante. 
A l'heure actuelle, un seul mécanisme moléculaire conduisant à l'inhibition de 
l'ETI a été déchiffré : il s'agit de la suppression de la HR par l'activité E3-ubiquitine-
ligase de AvrPtoB (Figure 18) (Abramovitch et al., 2003; Janjusevic et al., 2006; 
Rosebrock et al., 2007). L'effecteur AvrPtoB de P. syringae pv. tomato est une 
protéine modulaire dont la partie C-terminale (AvrPtoB388-553) a une activité E3-
ubiquitine-ligase (figure 18A) (Janjusevic et al., 2006). La protéine entière ainsi que 
la partie N-terminale seule (AvrPtoB1-387) sont reconnues par la kinase Pto qui est 
gardée par la protéine R Prf ce qui déclenche l'ETI (Figure 18B) (Janjusevic et al., 
2006; Kim et al., 2002). Chez des variétés de tomate dépourvues de la kinase Pto, la 
protéine entière AvrPtoB n'élicite pas de HR ; cependant l'expression d'une version 
tronquée de AvrPtoB (AvrPtoB1-387) ou de mutants ponctuels dépourvus d'activité E3 
ligase conduit à la mise en place de l'ETI (Abramovitch et al., 2006; Janjusevic et al., 
2006) ; celle-ci est due à l'interaction de la partie N-terminale de AvrPtoB (AvrPtoB1-
387) avec la kinase Fen et est, elle aussi, dépendante de Prf (Figure 18B) (Rosebrock 
et al., 2007). Dans la protéine native, l'activité E3 ligase de la partie C-terminale 
AvrPtoB388-553 est donc capable de supprimer l'ETI déclenchée par AvrPtoB1-387. Ce 
domaine AvrPtoB388-553 dirige en effet l'ubiquitination de la protéine Fen et induit sa 
dégradation par le protéasome ; Fen ne peut alors plus activer Prf et déclencher l'ETI 
(Rosebrock et al., 2007). L'effecteur AvrPtoB a donc acquis la capacité à supprimer 
l'ETI déclenchée par la reconnaissance de son domaine N-terminal par le complexe 
Fen/Prf. Par contre, il ne supprime pas l'ETI déclenchée par Pto/Prf alors que les 
deux kinases Fen et Pto sont fortement homologues. Cela est du au fait que Pto a la 
capacité d'inhiber l'activité E3 ligase de AvrPtoB en le phosphorylant sur la thréonine 
450 (Ntoukakis et al., 2009). Les plantes sont donc capables d'inactiver un ET3 afin 
de déclencher l'ETI. Le gène fen étant apparu avant le gène pto dans le genre 
Solanum, il est possible que, suite à la suppression de l'ETI déclenchée par Fen, 
aient été sélectionnées des plantes ayant acquis une nouvelle protéine gardée par 
Prf capable d'empêcher sa propre ubiquitination par AvrPtoB (Riely and Martin, 
2001). La dégradation de Fen n'explique cependant pas toutes les activités de 
suppression attribuées à AvrPtoB. En effet, ce dernier est capable d'inhiber la mort 
cellulaire induite par la protéine pro-apoptotique de souris BAX chez les plantes et 
par un stress oxydatif chez la levure (Abramovitch et al., 2003; Jamir et al., 2004) 
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Figure 18. L’effecteur AvrPtoB de Pseudomonas syringae pv. tomato
A. Structure protéique de AvrPtoB. AvrPtoB est une protéine modulaire composée 
d’une partie N-terminale qui interagit avec plusieurs cibles végétales et d’une partie 
C-terminale présentant une activité E3-ubiquitine-ligase.
B. AvrPtoB est à la fois un suppresseur de la PTI et de l’ETI sur plante sensible 
et un éliciteur de l’ETI sur plante résistante. Chez une plante sensible (c’est-à-
dire dépourvue de Pto), AvrPtoB transfère des molécules d’ubiquitine sur plusieurs 
PRRs ce qui entraîne leur dégradation et inhibe la PTI ; la kinase végétale Fen 
reconnaît la partie N-terminale de AvrPtoB et, si elle n’était pas ubiquitinée par 
AvrPtoB, activerait la protéine R Prf. La dégradation de Fen prévient donc la mise 
en place de l’ETI chez des plantes possédant à la fois Fen et Prf.
Chez une plante possédant la kinase Pto, l’interaction d’AvrPtoB avec le complexe 
Pto/Prf déclenche l’ETI car Pto est capable d’inactiver l’activité E3 ligase de 
AvrPtoB. 
A
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- Reconnaissance par Fen/Prf
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(Guo et al., 2009). De plus, son domaine C-terminal est suffisant pour supprimer la 
HR déclenchée par les couples Pto/AvrPto et Cf9/Avr9 (Abramovitch et al., 2003). 
AvrPtoB doit donc aussi agir sur des voies de la mort cellulaire programmée 
fondamentales et très conservées chez les eucaryotes.  
 
4.3 Les suppresseurs de HR ne seraient-ils pas des suppresseurs 
généraux de la mort cellulaire et des défenses végétales ? 
 
Les ET3 suppriment l'ETI en agissant à différents niveaux des processus 
conduisant à la mort cellulaire programmée. Comme le montrent les exemples de 
AvrRpt2 et AvrPtoB, ils peuvent dégrader la protéine gardée ciblée par un autre ET3 
– ou par un domaine de l'ET3 lui-même dans le cas de AvrPtoB. Ils inhibent alors 
spécifiquement un évènement de reconnaissance de type R/Avr. D'autre part, les 
suppresseurs de l'ETI sont parfois des inhibiteurs généraux de la mort cellulaire dont 
les cibles font vraisemblablement partie de processus communs à différentes formes 
de mort cellulaire et conservés parmi les eucaryotes. Ainsi, certains ET3 inhibiteurs 
de l'ETI sont capables d'inhiber la mort cellulaire déclenchée par la protéine pro-
apoptotique de souris BAX lorsque celle-ci est exprimée chez la plante et/ou chez la 
levure (Tableau 4). On peut donc se demander si le rôle de ces ET3 n'est pas, en 
plus d'inhiber la HR, de retarder la mort cellulaire des tissus végétaux mise en place 
lors de la maladie afin de promouvoir la prolifération des agents pathogènes 
biotrophes. Il existe notamment un ET3, HopN1, qui est capable de réduire à la fois 
les lésions nécrotiques symptômatiques sur plante sensible et la HR sur plante 
résistante (Lopez-Solanilla et al., 2004).   
Les ET3 suppresseurs de HR n'agissent donc pas toujours spécifiquement sur 
celle-ci. Cette idée est renforcée par le fait que certains suppresseurs de l'ETI sont 
aussi des suppresseurs de la PTI. C'est le cas de 8 ET3 de P. syringae : ils inhibent 
notamment les dépôts de callose sur plante sensible et suppriment la HR sur plante 
résistante (Tableau 4) (Guo et al., 2009; Kim et al., 2005a). Il est possible que ces 
ET3 aient plusieurs cibles dans la cellule végétale, certaines participant à la PTI et 
d'autres à l'ETI. Mais cette double activité peut aussi s'expliquer par le fait que la PTI 
et l'ETI possèdent des voies de signalisation communes ; un ET3 donné pourrait 
ainsi avoir une cible jouant un rôle dans ces deux types d'immunité.  
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Tableau 4. Les ET3 suppresseurs de l’ETI
Les « + » indiquent que l’ET3 est capable de supprimer le processus indiqué et les « - » qu’il en est incapable. ND signifie que l’activité de 
suppression n’a pas été déterminée. Les activités de suppression autres que la suppression de l’ETI déclenchée par HopAI peuvent être la 
suppression de l’ETI dclenchée par d’autres couples R/Avr qui sont alors indiqués. Il peut également s’agir d’un ET3 qui masque la HR dans une 
souche virulente ou qui diminue la HR d’une souche avirulente. Enfin l’expression transitoire ou stable de certains ET3 in planta peut supprimer 
la HR normalement élicitée lors de l’inoculation d’une souche avirulente sur cette plante. 
H202
HopA1 Autres Plantes Levure Levure
P. syringae pv. tomato
AvrPtoB E3-ubiquitine ligase + AvrRpm1/RPM1 ; 
AvrPto/Pto ; Cf9/Avr9 ; 
Fen/Prf
+ - + + (Abramovitch et al., 2003; Jamir et al, 
2004; Rosebrock et al., 2007; Guo et 
al., 2009)
HopE1 + AvrRpm1/RPM1 + + - + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopF2 + AvrRpm1/RPM1 + + - + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopAM1 + AvrRpm1/RPM1 - - ND + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopX1 + AvrRpm1/RPM1 + + - + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopG1 + + + + - + (Jamir et al., 2004;  Oh et al., 2005; Guo et al., 2009)
HopD1 + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopK1 + (Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
HopN1 Protéase à cystéine + + + (Lopez-Solanilla et al., 2004)
HopAO1 Phosphatase à tyrosine + + + (Espinosa et al., 2003; Jamir et al., 2004; Guo et al., 2009)
AvrPto Inhibiteur de kinases + + + (Kang et al., 2004)
AvrE + + (Guo et al., 2009)
HopM1 Dégradation par protéasome + + (Guo et al., 2009)
AvrRpt2 Protéase à cystéine AvrRpm1/RPM1 + (Kim et al., 2005)
P. syringae pv. syringae
AvrRpm1 Induction de phosphorylation + + (Guo et al., 2009)
HopZ3 Protéase à cystéine + (Vinatzer et al., 2006) 
P. syringae pv. phaseolicola
AvrPphF + (Tsiamis et al., 2000)
AvrPphC AvrPphF (Tsiamis et al., 2000)
X. oryzae  pv. oryzae
AvrXa7 Famille AvrBs3 + (Fujikawa et al., 2006)
AvrXa10 Famille AvrBs3 + (Fujikawa et al., 2006)
X. axonopodis pv. citri
PthA Famille AvrBs3 + (Fujikawa et al., 2006)
RéférencesEffecteur Activité biochimique Suppression ETI
Suppression mort cellulaire
Bax Suppression PTI
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Au cours de l'évolution, les bactéries pathogènes ont donc acquis des ET3 
leur permettant d'inhiber les défenses végétales induites suite à la reconnaissance 
d'autres membres de leur répertoire. La sélection a alors probablement favorisé 
l'apparition de nouvelles protéines R capables de reconnaître des ET3 récemment 
acquis permettant ainsi le rétablissement de la résistance. L'évolution du dialogue 
plante/bactérie peut être considérée comme un zigzag perpétuel : les agents 
pathogènes acquièrent sans cesse de nouveaux ET3 pour supprimer les défenses 
végétales et les plantes mettent en place de nouveaux mécanismes de défense 
insensibles aux armes bactériennes existantes. (Figure 2 ; (Jones and Dangl, 2006)).  
Selon le modèle en zigzag et les données expérimentales disponibles 
aujourd'hui, la principale fonction attribuée aux ET3 est la suppression des défenses 
végétales. Il est vrai que, chez la bactérie modèle P. syringae, la plupart des ET3 
sont impliqués dans cette suppression (Cunnac et al., 2009; Guo et al., 2009). 
Cependant cela n'est peut-être pas le cas pour toutes les bactéries phytopathogènes 
; par exemple, il y a pour l'instant peu de cas décrits chez Xanthomonas (Gurlebeck 
et al., 2009; Kay and Bonas, 2009; Metz et al., 2005).  
 
4.4 Vers des ET3 non suppresseurs des défenses ?   
 
Les bactéries phytopathogènes sont localisées dans l'apoplasme et cet 
espace est considéré comme un environnement hostile pour la majorité des micro-
organismes car il contient des composés de défense et probablement de faibles 
quantités d'eau et de nutriments. Il est donc possible que les ET3, en plus de 
supprimer les défenses, participent à la libération d'eau et de nutriments depuis 
les cellules végétales vers l'apoplasme. Les changements ainsi provoqués chez 
l'hôte amélioreraient la niche environnementale des bactéries ce qui permettrait la 
prolifération microbienne observée chez les plantes sensibles (Jin et al., 2003). Nous 
ne disposons pas à l'heure actuelle de preuves expérimentales permettant d'assigner 
un tel rôle aux ET3.  
Les pathogènes sont néanmoins capables de modifier le comportement 
végétal dans un sens qui leur est favorable. Ainsi la coronatine de P. syringae permet 
la réouverture des stomates que la plante avait fermés suite à la détection des 
MAMP. La coronatine facilite ainsi l'entrée des bactéries dans l'apoplasme végétal 
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(Melotto et al., 2006). Il a pu également être montré que certains ET3 sont 
capables d'altérer le comportement et la morphologie des plantes. 
 
Certains ET3 favoriseraient la propagation des bactéries dans l'environnement 
 Les ET3 de la famille AvrBs3 du genre Xanthomonas peuvent induire 
l'expression de gènes participant au développement des symptômes et/ou favorisant 
la libération des bactéries. Ainsi, l'effecteur PthA de X. axonopodis pv. citri est 
suffisant pour induire l'hypertrophie et la division cellulaire ainsi que la mort des 
cellules épidermiques ce qui provoque des symptômes comparables aux chancres 
causés par le pathogène (Duan et al., 1999). PthA ainsi que Avrb6 de X. campestris 
pv. malvacearum participent au développement des lésions, ce qui est associé à une 
libération accrue des bactéries hors de l'apoplasme (Yang et al., 1994). Enfin, 
l'effecteur AvrBs3 de X. campestris pv. vesicatoria provoque une hypertrophie des 
cellules du mésophylle (Gurlebeck et al., 2009; Marois et al., 2002). Il induit 
l'expression de gènes codant, entre autres, pour des protéines induites par l'auxine 
et des expansines α putatives, ces dernières pouvant être associées à 
l'élargissement cellulaire (Cosgrove, 2000a, b; Marois et al., 2002). AvrBs3 induit de 
manière directe l'expression du gène upa20 qui code pour un régulateur central de 
l'hypertrophie cellulaire (figure 8) (Kay et al., 2007). L'hypothèse développée par les 
auteurs est que l'hypertrophie cellulaire pourrait favoriser la libération des bactéries 
vers la surface cellulaire lors des phases tardives de l'infection ; l'élargissement 
cellulaire pourrait générer des forces de pression libérant les bactéries à la surface 
des feuilles (Kay et al., 2007; Marois et al., 2002). AvrBs3 contribue d'ailleurs à la 
propagation au champ de la bactérie (Wichmann and Bergelson, 2004). Il est 
intéressant de remarquer que les nématodes provoquent l'élargissement des cellules 
végétales de leur site de nutrition et il est donc possible que l'hypertrophie induite par 
AvrBs3 améliore de manière analogue l'approvisionnement en nutriments de 
Xanthomonas (Gal et al., 2006).  
 
Les ET3 modulent la mort cellulaire associée au développement de la maladie 
 Les symptômes caractéristiques de plusieurs maladies végétales comme les 
tavelures, les lésions nécrotiques et les dépérissements résultent de la mort cellulaire 
des tissus végétaux. Certains ET3 influencent positivement ou négativement le 
développement de ces symptômes sans pour autant modifier la capacité de 
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croissance bactérienne in planta. Cela suggère (i) que ces deux phénotypes 
dépendent de mécanismes moléculaires différents et (ii) que les symptômes ne sont 
pas simplement la conséquence de la prolifération bactérienne mais sont régulés de 
manière active par le pathogène.  
Certains ET3 inhibent la mort cellulaire associée à la maladie. Ainsi un mutant hopN1 
de P. syringae induit plus de lésions nécrotiques sur tomate que la souche sauvage 
mais sa croissance n'est pas altérée (Lopez-Solanilla et al., 2004). Il semble donc 
que HopN1 supprime la mort cellulaire conduisant à la formation de symptômes. De 
manière analogue, XopD de X. campestris favorise la multiplication bactérienne in 
planta tout en retardant l'apparition des symptômes, que sont la chlorose et la 
nécrose, pendant les phases tardives de l'infection (Kim et al., 2008).  
D'autres données montrent au contraire que certains ET3 induisent la mort cellulaire. 
Ainsi l'inoculation d'un mutant hopM1 sur tomate conduit à des lésions nécrotiques 
très réduites par rapport à la souche sauvage alors que la croissance bactérienne est 
comparable à celle de la souche sauvage (Badel et al., 2003). L'effecteur HopM1 
semble donc activer la production de symptômes nécrotiques. De même, les 
effecteurs AvrPto et AvrPtoB participent de manière active à la propagation de la 
nécrose dans les phases tardives de l'infection en induisant la production d'éthylène 
(Cohn and Martin, 2005). Les effecteurs DspA/E d'Erwinia amylovora et WtsE de 
Pantoea stewartii appartiennent à la famille AvrE ; ils sont indispensables au pouvoir 
pathogène et suffisent à induire la mort cellulaire associée à la maladie chez des 
plantes hôtes (Boureau et al., 2006; Ham et al., 2006).  
Ces ET3 ainsi que plusieurs ET3 de P. syringae conduisent, lorsqu'ils sont 
exprimés chez la levure, à l'inhibition de croissance voire à la mort des levures ce qui 
indique que les processus ciblés par les ET3 pour promouvoir la mort cellulaire sont 
conservés parmi les eucaryotes (Ham et al., 2008; Munkvold et al., 2008). D'autre 
part, l'inhibition artificielle de la mort cellulaire végétale augmente la résistance de la 
tomate et d'Arabidopsis à P. syringae (Lincoln et al., 2002; Stone et al., 2000) ; la 
mort cellulaire semble donc favoriser l'établissement de la maladie (pour revue : 
(Greenberg and Yao, 2004).  
D'après l'ensemble de ces données, il semble donc que les ET3 agissent 
ensemble pour moduler la mort cellulaire des tissus infectés. Il est possible qu'en 
début d'infection, les agents pathogènes biotrophes suppriment la mort cellulaire 
pour permettre la prolifération bactérienne. Puis lorsque les bactéries ont atteint une 
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certaine densité, il se peut qu'elles élicitent plus de défenses qu'elles ne peuvent en 
inhiber ; elles déclencheraient alors la mort des cellules infectées pour les empêcher 
d'exercer leur fonction de défense et pour favoriser la dissémination du pathogène 
(Figure 19) (Abramovitch and Martin, 2004). Cependant, la nature de la mort 
cellulaire associée aux symptômes est inconnue. Elle présente des similitudes avec 
la HR. En effet, ces deux formes de mort cellulaire partagent un régulateur commun : 
MAPKKKα (del Pozo et al., 2004). De plus, un même effecteur, HopN1, réduit le 
nombre de lésions nécrotiques chez une plante sensible et diminue la HR chez une 
plante résistante (Lopez-Solanilla et al., 2004). Enfin, DspA/E et WtsE induisent une 
mort cellulaire à la fois sur plante hôte et non-hôte (Boureau et al., 2006; Ham et al., 
2008). Les symptômes de mort cellulaire correspondent donc peut-être à des HR 
tardives dues à une faible reconnaissance de certains ET3 par le système 
immunitaire végétal.    
 
En conclusion, certains ET3 semblent avoir des fonctions autres que la 
suppression des défenses. Au cours de la co-évolution plante-bactérie, la sélection 
naturelle a aussi favorisé l'acquisition d'ET3 améliorant l'aptitude parasitaire par 
d'autres moyens, en augmentant par exemple la dissémination des pathogènes dans 
l'environnement et en régulant la mort cellulaire de l'hôte. De nombreuses autres 
activités d'effecteurs n'impliquant pas les réponses de défense restent probablement 
à découvrir.  
 
Après avoir étudié le dialogue entre plantes et bactéries créé au cours de 
l'évolution et mis en place au cours de chaque interaction entre une plante et une 
bactérie possédant un SST3, nous allons nous intéresser plus en détail à la 
pathogénie de R. solanacearum. Cela sera l'occasion de décrire la structure du SST3 
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Figure 19. Modèle illustrant la modulation de la mort cellulaire végétale par les 
pathogènes au cours de l’infection. 
Certains pathogènes passent probablement d’un mode de croissance biotrophe à
nécrotrophe au cours de la maladie. Le moment auquel la mort cellulaire programmée 
(PCD pour programmed cell death) apparaît semble déterminer l’issue de l’interaction. 
Le déclenchement d’une PCD précoce de type HR conduit à la résistance alors que 
l’activation tardive des défenses et de la PCD est observée en fin d’infection. 
A. En début d’infection, les pathogènes doivent supprimer les défenses basales de la 
PTI et la PCD de type HR déclenchée lors de l’ETI. Cela leur permet de retarder leur 
détection par l’hôte et d’établir l’infection.
B. Au cours de l’infection, les pathogènes doivent manipuler la physiologie végétale 
afin de libérer l’eau et les nutriments nécessaires à leur prolifération. 
C. La population bactérienne augmentant, les défenses basales induites 
progressivement doivent devenir suffisamment intenses pour limiter la croissance du 
pathogène.
D. Le pathogène doit alors induire la PCD de son hôte afin d’arrêter les défenses mises 
en place et/ou de favoriser sa dissémination dans l’environnement. Cette mort cellulaire 
est visible sous forme de taches ou de nécroses associées à la maladie. Il reste à
déterminer si elle correspond à une PCD ou à une nécrose.
(D’après Abramovitch and Martin, 2004) 
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CHAPITRE II.                                                 








1.1  Spectre d'hôte et cycle infectieux 
 
La phytobactériose causée par R. solanacearum est le flétrissement bactérien. 
Elle est répandue dans les régions tropicales et a émergé récemment dans des 
zones au climat plus tempéré (Europe, Amérique du nord) (Janse and Schans, 
1998). R. solanacearum présente la particularité d'avoir un très large spectre d'hôte 
qui comprend de nombreuses solanacées (tomate, pomme de terre, tabac, 
aubergine, etc. ) mais aussi des légumineuses (arachide, haricot, etc. ), des 
monocotylédones (bananier, gingembre, etc. ) et des arbres et arbustes (mûrier, 
olivier, manioc, eucalyptus, etc. ) (Hayward, 2000). Affectant de nombreuses plantes 
vivrières et ornementales à intérêt agronomique et provoquant donc de lourdes 
pertes économiques, elle est considérée comme une des bactéries les plus 
dévastatrices au monde (Hayward, 1991). Il existe aujourd'hui peu de moyens de 
lutte efficaces hormis l'emploi de variétés végétales résistantes ou tolérantes. En 
laboratoire, deux pathosystèmes ont été mis au point ces dernières années avec les 
plantes modèles Lycopersicum esculentum (tomate), A. thaliana et Medicago 
truncatula (Deslandes et al., 1998; Vailleau et al., 2007).  
 
R. solanacearum peut survivre plusieurs années dans le sol en tant que 
saprophyte. Elle possède l'équipement génétique nécessaire au catabolisme de 
sources d'énergie variées, ce qui laisse penser qu'elle peut vivre sur les débris 
végétaux dans le sol (pour revue : (Genin and Boucher, 2004)). Elle survit et se 
dissémine par ailleurs dans les cours d'eau (Alvarez et al., 2008). La bactérie est un 
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Figure 20. Le cycle infectieux de R. solanacearum
R. solanacearum est une bactérie tellurique pouvant survivre plusieurs années dans le sol. 
Elle pénètre dans la plante au niveau des racines dans lesquelles elle atteint les vaisseaux 
du xylème. Elle se propage alors à l’ensemble de la plante, prolifère et produit des 
exopolysaccharides. L’obstruction des vaisseaux conduit au flétrissement et à la mort de la 
plante infectée.
A : observation de R. solanacearum au microscope électronique à transmission (J. Vasse, 
LIPM-Toulouse)
B : section transversale d’une racine de tomates révélant la présence de bactéries 
exprimant le marqueur GUS (β-glucuronidase) dans les vaisseaux du xylème
C : section transversale d’une tige : écoulement d’exopolysaccharide dans les vaisseaux du 
xyléme
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pathogène racinaire qui infecte la plante au niveau de blessures ainsi qu'aux 
extrémités racinaires ou aux points d'émergence des racines secondaires (Figure 
20). Elle progresse ensuite dans les espaces intercellulaires du cortex racinaire et du 
parenchyme vasculaire et détériore les parois végétales. Elle atteint ensuite les 
vaisseaux du xylème et colonise alors de manière systémique son hôte (Vasse et al., 
1995). La prolifération bactérienne (jusqu'à 1010 cellules par centimètre de tige de 
tomate) coordonnée à une synthèse massive d'exopolysaccharides obstrue les 
vaisseaux et bloque la circulation de la sève brute, ce qui conduit au flétrissement de 
la plante infectée. La bactérie retourne alors dans le sol et peut atteindre à nouveau 
des racines saines (Figure 20).  
 
1.2  Un "complexe d'espèces" au fort potentiel évolutif 
 
R. solanacearum est une bactérie gram-négative du règne des 
protéobactéries à laquelle appartiennent de nombreuses espèces pathogènes 
d'animaux (Salmonella, Yersinia, Escherichia, etc.) et de plantes (Xanthomonas, 
Pseudomonas, Erwinia, Agrobacterium, etc.). Elle fait partie de la section des β-
protéobactéries et de l'ordre des Burkholderiales qui comprend aussi les genres 
Burkholderia et Bordetella. 
L'espèce R. solanacearum compte des souches très diverses du point de vue 
phénotypique et génotypique. Traditionnellement, elles sont classées en 6 biovars 
sur la base de leurs propriétés biochimiques et en 5 races sur la base de leur spectre 
d'hôtes (Hayward, 1991). Les souches de la race 1 ont un large spectre d'hôtes alors 
que les souches des races 2 à 5 infectent un nombre de plantes plus restreint. Ces 
deux systèmes de classification présentent peu de corrélations. La classification la 
plus récente basée sur différentes analyses (PCR-RFLP, AFLP, séquence de l'ARN 
16S, de hrpB et de deux autres gènes) a permis de définir 4 groupes 
phylogénétiques dits phylotypes qui sont corrélés à l'origine géographique des 
souches (Figure 21) (Fegan and Prior, 2005; Poussier et al., 2000a; Poussier et al., 
2000b). Le degré élevé de variation génétique entre les souches a conduit à définir 
R. solanacearum comme un "complexe d'espèces" et pourrait expliquer les 
différences de spectre d'hôte observées entre les souches de l'espèce (Gillings et al., 
1993). 
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Figure 21. Arbre phylogénétique de l’espèce R. solanacearum
Cet arbre est basé sur les séquences partielles du gène egl (endoglucanase) de souches de 
référence du complexe d’espèces R. solanacearum. Les souches originaires de Martinique 
sont en gras. Le chiffre à chaque nœud est la valeur de bootstrap et les valeurs 
significatives de bootstrap inférieures à 100% sont indiquées à chaque nœud. L’échelle 
représente une substitution de un nucléotide pour 10 nucléotides. Les souches mentionnées 
dans le texte sont soulignées en rouge. Les souches UW551 et RS1000 sont 
respectivement très apparentées aux souches IPO1609 et GMI1000 (C. Boucher, 
communication personnelle). Les phylotypes corrèlent avec l’origine géographiques des 
souches. Les phylotypes I et II sont respectivement composés de souches asiatiques et 
américaines alors que les membres du phylotype III sont d’origine africaine. Les isolats du 
phylotype IV, incluant l’espèce R. syzygii, sont originaires d’Indonésie, du Japon et 
d’Australie.
(D’après Wicker et al., 2007)
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Les génomes d'une souche du phylotype I : GMI1000 et de trois souches du 
phylotype II : Molk2, IPO1609 et UW551 sont actuellement séquencés (Gabriel et al., 
2006; Salanoubat et al., 2002) (C. Boucher, communication personnelle). Le génome 
a une structure bipartite ; il est composé de deux réplicons ancestraux : un 
chromosome et un mégaplasmide (Guidot et al., 2007; Salanoubat et al., 2002). Il est 
caractérisé par un pourcentage en GC élevé (67%) et par une structure en 
mosaïque. En effet, il comprend de nombreux éléments transposables qui sont 
souvent associés à des régions à usage de codons alternatif dites ACUR (pour 
alternative codon-usage regions). Cette structure mosaïque indique que certains 
gènes ont été acquis par transfert horizontal. Cette idée est soutenue par le fait que 
R. solanacearum est naturellement transformable et qu'elle peut acquérir des 
fragments d'ADN d'une taille pouvant aller jusqu'à 30kb au cours d'un seul 
événement de transformation in vitro (Guidot et al., 2009). Il est estimé qu'environ 
53% des gènes de la souche GMI1000 sont conservés au sein de l'espèce. En effet, 
une étude basée sur l'hybridation comparative de génomes a permis de comparer les 
génomes de 17 souches à celui de la souche GMI1000 et d'identifier le "core 
génome" de R. solanacearum c'est-à-dire l'ensemble des gènes présents dans 





  Introduction générale. Chapitre 2 
2 Les déterminants du pouvoir pathogène 
 
 
2.1 Les déterminants du pouvoir pathogène 
 
Pour atteindre ses hôtes, R. solanacearum est équipée d'un flagelle lui 
permettant de se déplacer de manière active (Tans-Kersten et al., 2001). Les 
bactéries étant non-mobiles dans le xylème, la mobilité procurée par le flagelle (dite 
"swimming motility") semble donc surtout importante lors des phases précoces de 
l'infection. Plus que les déplacements au hasard, c'est la mobilité dirigée ou taxie qui 
est utile à R. solanacearum pour trouver et se diriger vers son hôte. En effet, des 
mutants possédant un flagelle mais dépourvus de chimiotaxie envers des exsudats 
végétaux ont une perte de virulence significative et comparable à celle de mutants 
aflagellés (Yao and Allen, 2006). Une autre forme de mobilité dite mobilité saccadée 
ou "twitching motility" pourrait aussi être impliquée dans la virulence. Elle permet 
le déplacement et la propagation des bactéries sur des surfaces solides. Elle est 
indépendante du flagelle et contrôlée par les pili de type IV (Kang et al., 2002; Liu et 
al., 2001). Un mutant dépourvu de ce type de pili présente un retard dans l'apparition 
des symptômes sur tomate. Cependant le processus responsable de la diminution de 
virulence du mutant reste à identifier étant donné que les pili de type IV sont aussi 
impliqués dans la transformation naturelle, la formation de biofilms et l'adhérence aux 
cellules végétales (Kang et al., 2002). L'adhérence aux cellules de l'hôte pourrait 
aussi faire intervenir les lectines et les hémagglutinines codées par le génome de R. 
solanacearum (Genin and Boucher, 2004; Kostlanova et al., 2005). 
 
Un déterminant important du pouvoir pathogène de cette bactérie est 
l'exopolyssacharide (EPS) qu'elle produit en grande quantité. En effet, des mutants 
ne produisant pas d'EPS sont fortement affectés dans leur capacité à produire des 
symptômes. L'EPS obstruerait les vaisseaux du xylème et serait responsable du 
flétrissement des plantes infectées (Denny and Baek, 1991; Kao et al., 1992). 
Cependant, les mutants eps ne colonisant que faiblement les tiges de plantes 
inoculées par voie racinaire, il se peut que l'EPS joue un rôle dans des phases plus 
précoces (Araud-Razou et al., 1998; Saile et al., 1997). Il pourrait par exemple 
masquer les MAMPs de la surface bactérienne et avoir un rôle protecteur contre les 
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composés antimicrobiens végétaux. Ces derniers peuvent en outre être transportés 
en dehors de la cellule bactérienne grâce à des pompes à efflux mises en place au 
cours de l'infection (Brown et al., 2007). 
En plus de l'EPS, R. solanacearum sécrète de nombreuses protéines dans le 
milieu extracellulaire ou les injecte directement dans le cytoplasme des cellules 
hôtes. Ces protéines dans leur ensemble sont essentielles au pouvoir pathogène ; le 
paragraphe suivant leur sera donc consacré. 
 
2.2 Les protéines sécrétées 
 
Les protéines sécrétées ayant un rôle connu dans la virulence sont les 
enzymes de dégradation de la paroi végétale et les ET3, sécrétées par les systèmes 
de sécrétion de type II et III respectivement. Le catabolisme de la pectine et de la 
cellulose pariétales accompli par les enzymes de dégradation serait une source de 
nutriments pour les bactéries et affaiblirait les parois végétales ce qui faciliterait la 
progression des bactéries in planta.  
Avant d'étudier l'importance et le rôle des différentes protéines sécrétées, 
nous nous intéressons tout d'abord plus en détail au système de sécrétion de type III 
dont les substrats sont l'objet des travaux de recherche présentés dans ce manuscrit.  
 
2.2.1 Le système de sécrétion de type III 
 
La structure du SST3 
 Le SST3 est présent chez les bactéries Gram-négatives, pathogènes ou 
mutualistes, qui interagissent avec les animaux ou les plantes (He et al., 2004b; 
Preston, 2007). Chez les bactéries phytopathogènes, il est codé par un cluster de 
20 à 25 gènes dit hrp pour hypersentive response and pathogenicity ; en effet, des 
mutants dépourvus de ce système sont à la fois incapables d'éliciter une HR sur 
plantes résistantes et de causer la maladie sur plantes sensibles (pour revue : 
(Lindgren, 1997)). Neuf gènes du cluster sont conservés entre les différents SST3 
existants et sont donc appelés hrc pour hrp conserved (Bogdanove et al., 1998). Ils 
codent pour des protéines constituant la partie basale du SST3 ; huit de ces 
protéines sont similaires à des protéines du flagelle (Tampakaki et al., 2004). Il est 
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désormais admis que le SST3 soit évolutivement issu de l'appareil flagellaire 
(Gophna et al., 2003). En plus des gènes de structure, le cluster hrp comprend des 
gènes régulateurs indispensables à l'expression de l'ensemble des gènes hrp. Deux 
groupes de clusters hrp ont été identifiés sur la base des similarités géniques, de 
l'organisation du cluster et de la régulation des gènes hrp : le groupe I inclut le genre 
Erwinia et les espèces Pantoea stewartii et P. syringae et le groupe II le genre 
Xanthomonas et l'espèce R. solanacearum (Alfano and Collmer, 1997; Gophna et al., 
2003). Le cluster hrp de R. solanacearum, d'environ 20kb, est situé sur le 
mégaplasmide.  
Le SST3, aussi appelé "injectisome", est constitué d'une partie basale 
traversant la double membrane bactérienne et d'un canal extracellulaire perforant la 
paroi de l'hôte (Figure 22) (pour revue : (Blocker et al., 2008; Buttner and He, 2009; 
Cornelis, 2006)). Ce canal est nommé "aiguille" chez les bactéries pathogènes 
d'animaux et "pilus" chez les bactéries phytopathogènes. La partie basale comprend 
un socle cylindrique cytoplasmique surmonté de deux anneaux enchâssés dans les 
membranes interne et externe. Une ATPase est associée à la partie basale et fournit 
l'énergie nécessaire au transport. Le pilus forme un canal creux à l'intérieur duquel 
transitent les ET3 (Jin and He, 2001; Jin et al., 2001). Il est constitué de l'assemblage 
de plusieurs unités d'une protéine majoritaire : la piline, appelée HrpA chez P. 
syringae et HrpY chez R. solanacearum (Roine et al., 1997; Van Gijsegem et al., 
2000). Le pilus des bactéries phytopathogènes est plus long (jusqu'à 2 µm) que 
l'aiguille des agents pathogènes d'animaux, probablement car la paroi végétale est 
plus épaisse que la membrane des cellules animales (He et al., 2004b). Enfin, des 
protéines dites "translocateurs" s'insèrent dans la membrane plasmique de l'hôte et 
forment le translocon qui permet aux ET3 de franchir cette dernière barrière avant 
d'atteindre le cytoplasme végétal (Buttner and Bonas, 2002; Buttner et al., 2002; 
Mueller et al., 2008). Chez R. solanacearum, les protéines PopF1 et PopF2 
constitueraient le translocon (Meyer et al., 2006). Chez les bactéries 
phytopathogènes, d'autres protéines dites harpines sont sécrétées par le SST3 
(Arlat et al., 1994; He et al., 1993; Wei et al., 1992). Ce sont des composants 
accessoires du SST3 et des éliciteurs généraux de réponses de défense dont le rôle 
dans la virulence n'est pas clairement établi. Elles agissent probablement au niveau 
de la paroi végétale dans laquelle elles formeraient des pores. Ainsi, les protéines 
HrpZ de P. syringae et PopA de R. solanacearum forment des pores conducteurs 
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Figure 22. Représentation schématique du SST3 des bactéries 
phytopathogènes
L’appareil de sécrétion de type III traverse les membranes 
bactériennes interne et externe et est associé avec une ATPase
cytoplasmique. La partie basale est prolongée par un pilus
extracellulaire qui traverse la paroi végétale et qui est surmonté par 
le translocon enchâssé dans la membrane plasmique. 
Abréviations : IM, inner membrane ; OM, outer membrane ; PM, 
plasma membrane ; T3SS, type three secretion system.
(D’après Buttner and He, 2009)
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d'ions dans des membranes artificielles (Engelhardt et al., 2009; Lee et al., 2001; 
Racape et al., 2005). Il est possible qu'elles facilitent ainsi la pénétration du pilus 
dans la paroi végétale. Il a d'ailleurs été montré que la harpine HrpN d'E. amylovora 
est essentielle à la translocation de l'effecteur DspA/E dans les cellules végétales 
(Bocsanczy et al., 2008). 
 
L'adressage des substrats au SST3 
 Peu de choses sont connues sur les mécanismes qui contrôlent la sécrétion et 
la translocation par le SST3. Cependant, les substrats du SST3 sont sélectionnés 
grâce à un signal N-terminal. Ce signal n'est pas une séquence consensus mais 
présente un biais de composition en acides aminés différent selon la bactérie 
considérée (Schechter et al., 2004; Schesser et al., 1996). Chez R. solanacearum, le 
signal de translocation contenu dans les 50 premiers acides aminés des ET3 est 
principalement caractérisé par une richesse en sérine et proline, un faible contenu en 
leucine et l'absence d'acides aminés acides (acide aspartique et acide glutamique) 
dans les 12 premiers acides aminés (Cunnac et al., 2004b).  
 L'adressage des ET3 au SST3 fait parfois intervenir des chaperonnes qui 
sont généralement des petites protéines acides (pour revue : (Buttner and Bonas, 
2006; Buttner and He, 2009; Cornelis, 2006; Ghosh, 2004)). Certaines s'associent à 
la partie N-terminale d'un seul ET3 ; elles sont alors souvent codées par un gène 
voisin du gène codant pour l'ET3. C'est le cas de certaines Shc de P. syringae (Shan 
et al., 2004; van Dijk et al., 2002). D'autres chaperonnes, comme HpaB de X. 
campestris pv. vesicatoria, sont moins spécifiques et peuvent s'associer à plusieurs 
ET3 (Buttner et al., 2004; Buttner and Bonas, 2006). Les chaperonnes des ET3 
dirigent probablement leurs substrats vers des composants conservés du SST3. 
Certaines doivent aussi contribuer à la stabilité des ET3 à l'intérieur des bactéries. La 
protéine chaperonne DspF de E. amylovora semble par exemple nécessaire à la 
stabilité de l'effecteur DspA/E (Gaudriault et al., 2002). Il est postulé que (i) dans les 
bactéries, les chaperonnes préviennent un mauvais repliement des ET3 qui pourrait 
conduire à leur dégradation et que (ii) elles maintiennent les ET3 dans une forme 
dépliée qui faciliterait le transport. Enfin, certaines chaperonnes permettraient de 
coordonner la translocation des substrats avec la mise en place du SST3 et de 
hiérarchiser la sécrétion des ET3. Cela a été démontré chez les bactéries 
pathogènes d'animaux (Cornelis et al., 2006; Wulff-Strobel et al., 2002) et il semble 
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que des processus similaires soient présents chez les bactéries phytopathogènes 
(Buttner et al., 2006; Lorenz et al., 2008). 
 
La régulation du SST3 au cours de l'infection 
Pour parvenir à infecter son hôte, la bactérie régule finement l'expression de ses 
fonctions de virulence et notamment le SST3. L'expression des gènes du cluster hrp 
et des gènes codant pour les ET3 est activée par une cascade de régulation lorsque 
la bactérie arrive au voisinage de la plante. Les gènes hrp de R. solanacearum sont 
induits (i) suite à un contact avec la cellule végétale (Aldon et al., 2000) et (ii) suite à 
un signal environnemental de nature métabolique (Arlat et al., 1992). En effet, ils 
sont induits en milieu de culture minimum qui mime probablement les conditions de 
l'apoplasme végétal.  
On peut distinguer deux grands systèmes de régulation qui sont déterminés par le 
groupe auquel appartient le cluster hrp de la bactérie considérée (pour revue : 
(Buttner and Bonas, 2006; Tang et al., 2006). Chez R. solanacearum, un signal 
végétal non-diffusible est perçu par le récepteur membranaire TonB-dépendant PrhA 
(Aldon et al., 2000; Marenda et al., 1998) ce qui déclenche une cascade de 
régulation complexe faisant successivement intervenir PrhR puis le facteur sigma 
PrhI et enfin les régulateurs transcriptionnels PrhJ et HrpG (Brito et al., 1999; Brito et 
al., 2002). HrpG est également le point d'intégration du signal environnemental mimé 
par le milieu minimum. Il s'agit d'un régulateur central de la pathogénie ; il contrôle 
l'expression de nombreux déterminants de virulence et d'activités potentiellement 
impliquées dans l'adaptation à la vie dans la plante (Figure 23) (Valls et al., 2006). Il 
active notamment l'expression du facteur de transcription HrpB qui contrôle la 
transcription des gènes de structure du SST3 et des gènes codant pour les ET3 
(Cunnac et al., 2004b; Genin et al., 1992; Occhialini et al., 2005). Les gènes cibles 
de HrpB possèdent un motif caractéristique dans leur promoteur appelé boîte hrpII 
(TTCG-N16-TTCG) (Cunnac et al., 2004a). Grâce à cette cascade de signalisation, la 
mise en place du SST3 et la production des ET3 sont coordonnées et ont lieu 
lorsque la bactérie entre en contact avec la plante ou perçoit un signal métabolique.  
Les gènes hrp ne sont pas maintenus actifs tout au long de l'infection. En effet, ils 
sont réprimés par le régulateur central PhcA qui inactive HrpG (Genin et al., 2005). 
Cette inhibition est effective lorsque la population bactérienne atteint une forte 
































Figure 23. Orchestration des facteurs de virulence chez R. solanacearum au cours de l’infection
En début d’infection, la bactérie perçoit un signal végétal non diffusible ce qui déclenche une cascade de signalisation qui active le 
régulateur central HrpG et conduit à la mise en place des différents facteurs de virulence. Lorsque les bactéries atteignent de fortes densités, 
un autre régulateur, PhcA inhibe la cascade d’activation et active la production d’exopolysaccharide (EPS).
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de sources azotées. PhcA est un régulateur transcriptionnel de type LysR qui est 
activé par un mécanisme senseur de densité dit quorum sensing faisant intervenir 
l'acide 3-hydroxypalmitique méthyl ester (3-OH PAME) (Clough et al., 1997; Flavier 
et al., 1997). En plus d'inhiber l'expression des gènes hrp, l'activation de PhcA 
conduit à l'arrêt de la synthèse du flagelle et des pili de type IV et à l'induction de la 
synthèse d'EPS (pour revue : (Mole et al., 2007)).  
R. solanacearum active donc de manière séquentielle différents ensembles de 
gènes de pathogénie au cours de l'infection. Le modèle le plus admis pour intégrer 
ces données est de considérer que, dans les étapes précoces, les fonctions 
d'adhésion et de mobilité sont actives afin de permettre à la bactérie d'atteindre la 
plante hôte. Le SST3 servirait alors aux bactéries isolées à supprimer les défenses 
végétales et/ou à acquérir des nutriments. En fin d'infection, lorsque les bactéries ont 
atteint de fortes densités et que les nutriments sont suffisants, ces fonctions 
devenues moins utiles sont réprimées par PhcA. A ce stade, les bactéries peuvent 
synthétiser de grandes quantités d'EPS ce qui doit leur permettre d'obstruer les 
vaisseaux conducteurs et d'assurer la mort de la plante.   
 
2.2.2  Les protéines sécrétées de R. solanacearum ou 100 façons de 
tuer une plante 
 
L'ensemble des organismes pathogènes de plantes, qu'il s'agisse des bactéries 
mais aussi des champignons, des oomycètes et des nématodes, sécrètent des 
protéines regroupées sous le terme générique d'effecteurs (pour revue : (Hogenhout 
et al., 2009)). Grâce à la disponibilité des séquences génomiques de nombreux 
microbes, les répertoires d'effecteurs putatifs ont pu être établis ces dernières 
années. D'autre part, des progrès majeurs ont été réalisés dans notre 
compréhension du rôle de ces effecteurs dans le processus infectieux, avec 
notamment la démonstration de certaines activités biochimiques. Le but de la revue 
qui suit est de faire le point sur l'ensemble des connaissances acquises sur les 
protéines que sécrète R. solanacearum. Nous nous sommes focalisés sur celles 
ayant une contribution démontrée dans la pathogénie et donc notamment sur les 
ET3 dont le catalogue est ici présenté. Certains d'entre eux comme la famille GALA 
(Angot et al., 2006) et la protéine d'avirulence PopP2 (Bernoux et al., 2008; 
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Deslandes et al., 2003) ont fait l'objet d'une caractérisation fonctionnelle plus 
approfondie. 
Le répertoire de la souche GMI1000 comprend 74 ET3 candidats ; la sécrétion ou 
l'injection de 28 d'entre eux a été confirmée expérimentalement. Ces données ont été 
confortées par des travaux menés sur la souche RS1000 qui ont démontré l'injection 
de 20 ET3 supplémentaires amenant à 48 le nombre d'ET3 validés dans l'espèce R. 
solanacearum (Mukaihara and Tamura, 2009). Les tests d'injection se sont 
cependant révélés négatifs pour 3 ET3 putatifs de RS1000 qui sont les orthologues 
de RSp0882, AWR1 et SKWP6 ce qui remet pour l'instant en cause leur statut d'ET3.
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tremendous potential for protein secretion. This is certainly true
for the plant pathogen Ralstonia solanacearum which is
estimated to export hundreds of proteins through several
specialized protein secretion systems. Central to pathogenicity
are the Type II and Type III secretion systems both of which
serve to export large repertoires of pathogenicity effectors. The
distribution and the conservation of Type III effectors into
bacterial populations are starting to be unravelled and provide
insights into the evolution of virulence functions. Recent
advances on the characterization of the GALA and PopP2
proteins illustrate how R. solanacearum Type III effectors
subvert host cellular pathways, either by mimicking action of
key host proteins or by inducing their subcellular relocalization.Address
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Introduction
Ralstonia solanacearum, a widely distributed soil-borne
pathogen belonging to the b subdivision of Proteobac-
teria, causes a lethal wilting disease of more than 200
plants species including economically important crops
such as tomato, potato, and banana [1]. One hallmark
of this disease is the rapid and effective bacterial coloni-
zation of the xylem tissues of the host plant [2]. Although
bacterial wilt pathogenesis is incompletely understood,
genetic and molecular studies have shown that contribut-
ing factors are controlled by environmentally responsive
regulatory cascades [2–4] and that disease development
depends on the action of the Type II andType III protein
secretion systems (respectively T2SS and T3SS here-
after) [2,5].
Secreted proteins are central to the pathogenesis of
pathogenic bacteria. Several pathways that secreteCurrent Opinion in Microbiology 2009, 12:44–52proteins in either one-step or a two-step process have
been described in Gram-negative bacteria [6,7] and some
of them are known to play crucial roles during the
interaction with the hosts. In this paper we review the
information on R. solanacearum secreted proteins and we
will largely focus our attention on those that have been
studied the most to date, that is the Type III effector
(T3E) proteins that influence host cell function.
The Ralstonia solanacearum secretome
R. solanacearum displays a remarkable ability for protein
secretion since more than 100 proteins can be identified in
the cell-free supernatant of wild-type R. solanacearum
cultured in minimal medium (T. Denny, unpublished
data). It is probable that the variety of extracellular pro-
ducts synthesized by R. solanacearum correlates with its
important ecological diversity and might explain its versa-
tility [5]. Analysis of theR. solanacearum genome sequence
revealed that all themajor secretion pathways described in
Gram-negative bacteria are present in the model strain
GMI1000. However, the nature of the substrates for most
of these pathways remains unknown and/or their contri-
bution to pathogenicity is undetermined (Table 1).
It is known for a long time that T2SS mutants are severely
impaired in colonization ability andmultiplication in planta
[8]. Several substrates of this secretion pathway have been
identified and are plant cell wall degrading enzymes: a
cellullase, a pectin methyl-esterase, a cellobiosidase and
three polygalacturonases [8,9,10]. However, it is clear that
as-yet-unidentifiedproteins secreted in aType-II-depend-
ent manner contribute to R. solanacearum virulence since a
T2SS mutant exhibits much lower virulence than does a
sextuple mutant lacking all the previously identified cell
wall degrading enzymes [10]. It is estimated that 30
proteins are secreted by the T2SS, one of the largest
repertoire of T2SS-substrates known for any bacterium
[11] (T. Denny, unpublished data).
Approximately 70 R. solanacearum proteins are predicted
to be exported to the periplasm through the twin-arginine
translocation (Tat) system [12] before potential secretion
through the T2SS. It was shown that a GMI1000 mutant
defective for the Tat system is attenuated in virulence,
but the pleiotropic nature of the mutation also affects cell
division, nitrate utilization, or membrane stability.
A plethora of Type III effectors
Essential for pathogenicity of R. solanacearum and many
other bacterial pathogens is the T3SS encoded by the hrp
gene cluster that translocates effector proteins into plantwww.sciencedirect.com
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Table 1
Protein secretion pathways in R. solanacearum GMI1000.
Secretion pathways Genes Substrates Impact on
pathogenicity
Type I Several predicted Unknown/not characterized Unknown
Type II RSc3105–RSc3116 gene cluster Several plant cell wall degrading enzymes
and other uncharacterized proteins
Essential for
pathogenicity [8]
Type III hrp gene cluster (RSp0849–RSp0874) 74 predicted Type III effectors Essential for
pathogenicity [5]
Type IV RSc2574–RSc2622 gene cluster Conjugative transposon export machinery [5] Unknown
Type V Two predicted autotransporter
adhesin-like proteins (RSc0115 and RSc3162)
Unknown
Type VI RSp0739–RSp0753 gene cluster Unknown Unknown
Two-partner secretion Eight predicted systems Adhesin-like proteins Unknown
Tat export pathway RSc2940–RSc2942 70 putative Tat-exported proteins Reduced virulence [12]cells [5,13]. Different approaches were developed to
identify the effector substrates of the R. solanacearum
T3SS, the most rewarding ones based on regulation
studies. T3SS and T3E genes are transcriptionally con-
trolled by HrpB, an AraC family regulator, and this
property was used, first, to mine the GMI1000 genome
for promoters containing the hrpB-responsive element,
named the hrpII box (TTCGn16TTCG) [14]; second, to
analyze the transcriptomic profile of an hrpB-deficient
mutant [15] or third, to perform a genetic screen for hrpB-
regulated genes [16]. The confirmation of T3SS-depend-
ent secretion or translocation inside plant cells of several
T3Es [17–20] allowed comparison of their N-terminal
domains and revealed the existence of typical amino acid
biases [18]. This criterion was subsequently used to refine
the list of T3E candidates.
The refined list of 74 T3Es (including demonstrated and
most probable T3SS substrates) in strain GMI1000 is
given in Table 2. To date, 28 of these T3Es have been
demonstrated to be secreted in the extracellular medium
or translocated into plant cells in a T3SS-dependent
manner. Among these 74 T3Es, 43 (58%) are found on
the smaller replicon, called megaplasmid, which also
carries the T3SS genes and 9 are physically linked to
the T3SS gene cluster. Protein sequence comparisons
reveal that homologs of 34 of these GMI1000 T3Es (45%)
can be found in other bacterial pathogens of plants or
animals, highlighting also the fact that more than half of
this repertoire isR. solanacearum species specific. Further-
more, 20 novel T3E candidates could be added to this
repertoire thanks to the genomic sequences of other
strains (see Table 2).
A notable feature among this GMI1000 T3E repertoire is
the existence of several gene families, with three of them
comprising at least five members, and which are broadly
conserved within the different strains of the species. A
second general observation which can be made is the
relatively high number of T3Es carrying various internal
repeats, such as those presumably involved in protein–www.sciencedirect.comprotein interactions (ankyrin repeats and different types
of leucin rich repeats) or in DNA/RNA binding (AvrBs3
repeats and pentatricopeptide repeats, respectively).
Novel repeat structures are also found, such as those from
the SKWP effector family which are related to the heat/
armadillo repeats from eukaryotes, a type of a-helices
structure known to mediate protein–protein interactions.
Evolution of Type III effector genes
There are indications that the R. solanacearumT3SS gene
cluster is presumably ancient and vertically transmitted
within the species [5,21,22]. Comparative genomics
revealed the high level of conservation of T3SS genes
in the R. solanacearum species, which is generally associ-
ated with purifying selection among structural com-
ponents of the T3SS, a notable exception being
recorded for one of the two popF genes that encode
the T3SS translocators presumed to form pores across
the host cytoplasmic membrane [23].
In contrast to the highly conserved T3SS apparatus, T3Es
show variability in their distribution among strains and are
more prone to diversifying selection [24]. A comparative
genomic hybridization approach with a set of strains
representative of the R. solanacearum polymorphism
was used to study the distribution of T3Es within the
species [22]. Nearly half of the GMI1000 effector reper-
toire (34/74) appears to be conserved within the species,
and thus are deemed ancient or stably inherited along
with the core genome (see Table 2). Because primary
defences against microbes are thought to be induced by
pathogen-associated molecular pattern (PAMP) recog-
nition, it is tempting to speculate that these primeval,
broadly conserved, T3Es are basal pathogenicity factors
that suppress this PAMP-triggered immunity or partici-
pate in the extraction of nutrients from the host. Alter-
natively, since T3SS of some soil bacteria (such as R.
solanacearum) have been proposed to mediate interactions
with some eukaryotes before apparition of plants (e.g.
fungi and protista) [25,26], it is also possible that some of
these T3Es could still be devoted to such interactions.Current Opinion in Microbiology 2009, 12:44–52
Figure 24. Les systèmes de sécrétion bactériens
Sur cette vue simplifiée, seuls les principaux éléments de chaque système sont 
représentés. Les ATPases et les chaperonnes sont représentées en jaune. 
Abréviations : HM, host membrane ; OM, outer membrane ; IM, inner membrane ; 
OMP, outer membrane protein ; MFP, membrane fusion protein. 
(D’après Tseng et al., 2009)
Table 2. The list of T3Es in R. solanacearum GMI1000.
hrpII box/    Role or function during                           Homologues in other 
 hrpB-regc the interaction with plants bacterial pathogensf
RSp0914 GALA1 - / ? Interaction with SKP1-like proteins [37] Variable
RSp0672 GALA2 + / + Conserved
RSp0028 GALA3 + / + Interaction with SKP1-like proteins [37] Conserved
RSc1800 GALA4 + / + Conserved
RSc1801 GALA5 - / + Interaction with SKP1-like proteins [37] Conserved
RSc1356 GALA6 + / + I Interaction with SKP1-like proteins [37] Conserved
RSc1357 GALA7 + / + S Host specificity factor on Medicago truncatula; Variable
Interaction with SKP1-like proteins [37]
RSc3401 SKWP1 + / ? Variable
RSp1374 SKWP2 + / ? S Conserved
RSp0930 SKWP3 - / ? Conserved
RSc1839 SKWP4 + / + I Conserved
RSp0296 SKWP5 + / ? Variable
RSc2130 SKWP6 - / ? Variable
RSc1386 HLK1 - / + Conserved
RSp0215 HLK2 + / + Conserved
RSp0160 HLK3 + / + S Conserved
RSc1349 SspH1 family + / + Conserved Sal
RSc0245 RipB Nucleoside hydrolase domain + / + I Conserved Aac, Pst, Psp, Xcc, Xac, Xcv, Xoo, Xoy
Rsc2775 PopW Harpin with pectate lyase domain - / + S Conserved Aac, Ea, Pat, Psp, Pss, Pst, Xac, Xcc
RSp0304 AvrPphD family + / + S Required for full virulence on tomato [18] Conserved Aac, Pag, Psp, Pst, Xcv
RSp0323 HopG1 family + / + Conserved Aac, Pst, Psp, Xac, Xcc
RSp0732 Coiled-coil domain + / + S Conserved Psp
RSp0875* PopC Leucine Rich Repeats - / + I Conserved Xoy, Xcv
RSp1281 HopR1 family + / + S Conserved Xcc, Pst, Psp
RSc0826 PopP1 (YopJ family) S/T acetyltransferase domain + / + S Avirulence factor on some petunia lines [20] Variable Aac, Pma, Pss, Sal, Xcv, Yer
RSc1815 AvrBs3 family 35AA repeat units - / + Variable Xca
RSc3212 RipT (YopT family) Cysteine protease domain + / + I Variable Ea, Psp, Pst, Yer
RSc3290 HopH1 family + / + Variable Aac, Pst, Pss, Xcc, Xcv, Xoo
RSc3369 AvrPphE family + / + Variable Aac, Xac, Psm, Pst, Psp, Xcv
RSp0572 HopH1 family + / + Variable Aac, Pst, Pss, Xcc, Xcv, Xoo
RSp0822 AvrPphF family + / + S Variable Psp, Pst
RSp1239 - / + S Variable Aac, Xoo, Xcv
RSp1277 HopAA1 family + / + S ND Pss, Pst, Psm
RSc0041 - / + Conserved
RSc0608 AvrA + / + I Avirulence factor on Nicotiana  species [41] Conserved
RSc1475 + / + S Conserved
RSc3272 + / + Conserved
RSp0731 T6P synthase domain  + / + Conserved
RSp0845* + / + Conserved
RSp0876* PopB Functional NLS - / + S Conserved
RSp0877* PopA Harpin + / + S Formation of ion-conducting pores [53] Conserved
RSp0882* + / + Conserved
RSp1022 + / + Conserved
RSp1236 - / + Conserved
RSp0099 AWR2, RipA + / + I Required for full virulence on tomato [18] Conserved
RSp0846* AWR3 + / ? Conserved
RSp0847* AWR4 + / + Conserved
RSp1024 AWR5 + / + Conserved




Genea Name or family Featuresb
Leucin Rich Repeats




Psp, Xac, Xcv, Xoo, Xoy, Rgr
Aac, Xac, Xcc, Xcv, Xoo
RSc0257 Ankyrin repeats - / + S Variable
RSc0321 - / + Variable
RSc0824 - / + S Variable
RSc0868 PopP2 Functional NLS, + / + I Avirulence factor on Arabidopsis; induces  Variable
(YopJ family) S/T acetyltransferase domain  nuclear relocalization of RRS1-R and RD19 [43-45]
RSc0895 + / + Variable
RSc1723 - / + Variable
RSc2101 - / + Variable
RSc2359 + / + Variable
RSc3174 + / + Variable
RSp0193 Pentatricopeptide repeat domain - / + Variable
RSp0213 + / + S Variable
RSp0216 S/T kinase domain - / + Variable
RSp0218 Oxydoreductase domain + / + Variable
RSp0885* + / + S Variable
RSp1031 Coiled-coil domain + / + Variable
RSp1212 + / + Variable
RSp1384 + / + Variable
RSp1388 + / + Variable
RSp1460 + / + Variable
RSp1475 + / + Variable
RSp1582 - / + Variable
RSp1601 - / + Variable
RSc2132 - / ? ND
RSp0879* + / + S ND
RSp1130 Nudix hydrolase domain + / + S ND
RSMK02817 Lipase domain + / ? Conserved Aac, Xac, Xcv, Xoy
RRSL_00326 XopX family + / ? Variable Aac, Xac, Xcc, Xcv, Xoo, Xoy
RRSL_00703 SspHI family + / ? Variable Sal
RRSL_00782 OspD family - / ? Variable Eco, Shi
RSIPO_04353 + / ? Variable Ea, Xcc
RSMK00763 AvrPtoB family E3 ubiquitin ligase domain + / ? Variable Psp, Pst
RSMK02638 + / ? Variable Aac
RSMK02658 SKWP7 Heat/armadillo-related repeats + / ? Variable Psp, Xac, Xcv, Xoo, Xoy, Rgr
RSMK02985* + / ? Variable Xcc
RSMK05169 AvrBs3 family 35AA repeat units ? / ? Variable Xca
RSMK00806 AWR6 + / ? Variable
RSMK01187 + / ? Variable
RSMK02655 Internal repeats + / ? Variable
RSMK03290 Ankyrin repeats + / ? Variable
RSMK03335 + / ? Variable
RSMK03427 + / ? Variable
RSMK06211 Leucin Rich Repeats + / ? Variable
RRSL_01783 - / ? Variable
RSIPO_04922 + / ? Variable
The table compiles data from several articles [15,16,18,19,22,37]. All the genes listed encode products that possess the typical N-terminal features of GMI1000 T3Es as defined by Cunnac and collaborators [18]. Shaded blocks identify 
multigenic families. aName of genes on the chromosome starts with RSc while those from megaplasmid genes with RSp. At the bottom of the table are listed 20 additional T3Es identified in strains Molk2 (RSMK prefix), UW551 (RRSL 
prefix) or IPO1609 (RSIPO prefix). T3E genes physically associated to the T3SS are indicated by an asterisk. bAbbreviations: NLS: Nuclear Localization Signals; T6P: Trehalose-6-Phosphate; S/T: Serine/Threonine. cPresence of the hrpII
box motif in the gene promoter / hrpB-dependent regulation.  ?: no transcriptomic data available. dI: Injection in plant cells- or S: Secretion- through T3SS demonstrated. eDistribution is considered ‘conserved’ when the gene is found in 
>90% of a set of 45 R. solanacearum strains representative of the biodiversity of the species analysed through comparative genomic hybridization, otherwise it is considered ‘variable’. ND: not determined. fAbbreviations: Aac: Acidovorax
avenae subsp. citrulli; Ea: Erwinia amylovora; Ec: Escherichia coli; Lpn: Legionella pneumophilia; Pag: Pantoea agglomerans; Pat: Pectobacterium atrosepticum; Psm: P. syringae pv. maculicola; Psp: P. syringae pv. phaseolicola; Pst: 
P. syringae pv. tomato; Rgr: Rickettsiella grylli; Sal: Salmonella sp.; Shi: Shigella sp.; Xac: Xanthomonas axonopodis pv. citri; Xca: X. campestris pv. armoraciae; Xcc: X. campestris pv. campestris; Xcv: X. axonopodis pv. vesicatoria; 
Xoo: X. oryzae pv. oryzae; Xoy: X. oryzae pv. oryzicola; Yer: Yersinia sp. Animal pathogen abbreviations are underlined.
Effector proteins from R. solanacearum Poueymiro and Genin 49Among the 36 T3Es that show a variable distribution, 21
also have features of ancient genes, suggestive of a vertical
transmission with occasional loss of an effector in selected
lineages [22]. Variable T3Es could also have been
acquired by horizontal gene transfer but evidence for this
has been documented for only a few R. solanacearum T3E
genes such as an avrBs3 familymember [27] and the popP
genes [28]. This may be surprising since R. solanacearum
was found to be naturally competent during infection,
potentially allowing for a very high rate of recombination
[29]. However, natural competence probably allows inter-
mixing ofT3Eswithin theR. solanacearum species [30] and
also supports the hypothesis that some bacterial effectors
displaying eukaryotic features could have been acquired
and evolved from plant sequences [31].
Type III effectors as pathogenicity factors
It is largely accepted that bacterial plant pathogens T3SS
substrates are involved in the suppression of plant
defence responses [32]. Although such a role has not
been established for any GMI1000 T3E yet, it is clear
that its T3SS contributes to plant colonization by sup-
pressing the vascular hypersensitive response (HR) in
tomato roots [33]. Cytological studies revealed that hrp
mutants are weakly invasive [33,34]. In fact, the T3SS is
required at different stages of infection such as efficient
root cortex colonization and multiplication within the
xylem since inoculation of hrp mutants directly in the
stem vascular system does not lead to disease symptom
development. Intriguingly, the R. solanacearumT3SS also
appears to reprogram organogenesis of the root system by
inducing the formation of root lateral structures that are
sites of bacterial multiplication [35].
Contrary to the avirulent phenotype of T3SS mutants,
inactivation of individual GMI1000 T3E genes had no
detectable impact on virulence on the susceptible host
tomato, except in two cases (AWR2 and the AvrPphD
homolog) for which the corresponding mutants showed
slightly delayed symptom development [18]. It is also
striking that not a single T3E was identified in a large
screen for hypoaggressive mutants through transposon
mutagenesis [36]. These observations underscore the
likely synergistic and overlapping functions of T3Es in
R. solanacearum pathogenicity. This was confirmed by the
demonstration that cumulative disruption of the seven
GALA T3E genes strongly affects virulence of GMI1000
on Arabidopsis and, to a lesser extent, on tomato [37].
There is also indication that the individual contribution of
a given T3E can vary depending on the host and that a
single T3E is able to extend the host range of the
pathogen. The GALA7 gene was indeed found to be
essential for pathogenicity of strain GMI1000 toward
Medicago truncatula but not on other hosts [37].
An elegant strategy employed by pathogens is to subvert
some host cellular pathways through molecular mimicrywww.sciencedirect.comof specific host components [32,38]. An illustration of
such a strategy is provided by the GALA effectors, a
family of LRR F-box proteins, which are hypothesized to
interfere with the host ubiquitin/proteasome pathway
[37]. Some GALA proteins are capable of interacting
with the plant SKP1-like proteins that form part of the
SCF-type ubiquitin ligase complex. It has been proposed
that the specific recruitment of plant proteins by GALA
T3Es into composite SCF complexes would lead to the
ubiquitination of these specific targets and their sub-
sequent degradation or modification. The nature of these
targets remains unknown but could be key component(s)
of the plant defence response. Alternatively, GALA
proteins could target to degradation other T3Es once
they have performed their action, since T3E turnover
control inside host cells can be critical for the pathogen
[39].
Type III effectors that trigger plant resistance
In response to pathogen attack, plants have evolved
specific resistance ‘guard’ proteins able to recognize
the presence or the action of some T3Es historically
called ‘avirulence factors’. This specific recognition leads
to the T3E-triggered immunity which mainly results in
the HR (reviewed in [40]). To date, three R. solanacearum
T3Es recognized as ‘avirulence’ proteins were character-
ized: the avrA gene product triggers HR elicitation on
several tobacco species [41,42], while resistance to
GMI1000 in specific Petunia and Arabidopsis ecotypes
is due to the recognition of the PopP1 [20] or PopP2
proteins [43], respectively.
PopP2 is a T3E targeted to the plant nucleus which
triggers Arabidopsis resistance upon recognition by the
resistance protein RRS1-R [43]. PopP2 physically inter-
acts with RRS1-R, an atypical member of the TIR-NBS-
LRR class of resistance proteins that contains a C-term-
inal WRKY domain characteristic of some plant transcrip-
tion factors [44]. A search for plant PopP2-interacting
partners recently identified the Arabidopsis cysteine pro-
tease RD19, a protein localized in the plant lytic vacuole
and encoded by a gene previously identified as drought-
inducible [45]. RD19 appears to be a component of the
RRS1-R-mediated resistance and its expression is also
induced upon GMI1000 infection. The role of RD19 in
plant resistance is unknown, but could involve a tran-
scriptional activator function as reported for some other
cysteine proteases [46]. Remarkably, PopP2 induces the
relocalization into the plant nucleus of both RRS1-R and
RD19 [43,45]. Although the contribution of PopP2 to
bacterial virulence is still undefined, different models can
be proposed, in which RD19 is a primary target of this
GMI1000 T3E (Figure 1). It remains to be determined
whether PopP2 requires an RD19-dependent activation
or, on the contrary, modifies its RD19 target similarly to
other pathogen effectors that inhibit host proteases [47].
Such modifications could lead to a conformational changeCurrent Opinion in Microbiology 2009, 12:44–52
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Figure 1
Model of action of the PopP2 effector. (a) RD19, a PopP2 target, is proposed to play a role in the induction of plant defence as a vacuolar protease
and/or as a transcriptional regulator in the nucleus [45]. (b) In a susceptible plant: PopP2 induces the relocalization of its interacting partner RD19 into
the plant nucleus where it interacts with both proteins. In a first model (1), PopP2 inhibits RD19, thus resulting in an impaired expression of defence
genes and plant susceptibility. In a second model (2), PopP2 requires an RD19-dependent modification to perform its virulence function. (c) In a
resistant plant: the resistance protein RRS1-R perceives the PopP2–RD19 interaction. In the first model, alteration of RD19 by PopP2 leads to a protein
complex recognized by RRS1-R. In the second model, RRS1-R detects the modification of PopP2. In both cases, the recognition event of PopP2/
RD19 by RRS1-R activates defence genes through its WRKY domain and leads to effector-triggered immunity. Because loss of resistance in the
absence of RD19 is only partial, it is probable that other plant factors participate in the RRS1-R-mediated resistance. These components (symbolized
in grey with question mark) could be additional interactors of PopP2 and part of a RRS1-R multiprotein complex.in the protein complex recognized by RRS1-R. This
signal could then activate RRS1-R transcriptional activity
or inhibit its predicted activity of repressor of defence
genes expression [48].
Diffusible molecules as pathogenicity
effectors?
There is growing evidence that the subversion of host
cellular pathways does not rely only on effector proteins
but also involves nonproteinaceous bacterial molecules or
toxins that probably complement the action of secreted
proteins. This is the case, for example, of Pseudomonas
syringae coronatine, which was shown to suppress stomata
closure and this facilitates pathogen entry [49]. R. sola-
nacearum produces phytohormones such as ethylene [4].
It is known that ethylene signaling plays a critical role inCurrent Opinion in Microbiology 2009, 12:44–52wilt symptom development [50] and two findings suggest
that R. solanacearum manipulates the plant ethylene sig-
naling response during the infection process: first, there is
coordinated expression of T3SS/T3Es and ethylene bio-
synthesis and second, the levels of bacterial ethylene
production can modulate the expression of plant ethylene
marker genes [4].
It was also shown that the production of an indole deriva-
tive molecule was under the control of the T3SS regulator
HrpB [51]. This molecule, called HrpB-dependent dif-
fusible factor (HDF), appears to interfere with quorum-
sensing circuits of rivaling bacteria but a role on plant cells
cannot be ruled out since some indole-derived compounds
structurally related toHDFwere recently shown to induce
some plant defence responses [52].www.sciencedirect.com
Effector proteins from R. solanacearum Poueymiro and Genin 51Conclusion
We are just starting to envizage the complexity and the
diversity of processes mediated by R. solanacearum
secreted proteins during the life cycle of the bacterium,
from survival in the soil to plant pathogenicity. In that
respect, a future challenge will be to characterize the
substrates and functions controlled by secretion pathways
other than the T2SS and the T3SS. Obviously, the
identification of the host molecular targets of T3Es will
be an essential step in understanding how this pathogen
promotes disease. The existence of large T3E repertoires
and the functional overlap among them suggests that
there may be a more limited number of key host tar-
gets/pathways that are crucial for the occurrence of dis-
ease. In the long term, in-depth knowledge on such key
plant susceptibility factors may be exploited in the de-
velopment of targeted disease management strategies.
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 Comme mentionné dans la revue qui précède, trois ET3 de R. solanacearum 
ont à ce jour été identifiés comme des protéines d'avirulence : PopP1, PopP2 et 
AvrA. Le locus avrA a initialement été identifié chez la souche AW1 qui est  non 
pathogène sur tabac (Carney and Denny, 1990). L'introduction du locus avrAAW1 
dans une souche pathogène suffit à lui conférer la capacité à éliciter la HR et à lui 
faire perdre sa virulence sur tabac (Carney and Denny, 1990; Robertson et al., 
2004). Le gène avrAAW1 est donc suffisant pour restreindre le spectre d'hôte de 
certaines souches de R. solanacearum (Carney and Denny, 1990; Robertson et al., 
2004). D'autre part, une étude menée sur des souches américaines de R. 
solanacearum a permis d'établir une corrélation entre l'allèle avrA présent dans une 
souche donnée et sa virulence sur tabac. Ainsi les souches pathogènes du tabac 
comme K60 possèdent des allèles dans lesquels sont insérés de petits éléments 
transposables appelés MITE (pour miniature inverted-repeat transposable element) 
(Robertson et al., 2004). 
 Cependant le gène avrA ne permet pas d'expliquer entièrement l'avirulence 
des souches non pathogènes. En effet, un mutant avrA de la souche AW1 n'élicite 
pas de HR sur tabac mais n'est cependant pas pathogène (Carney and Denny, 
1990). La même observation a été faite chez d'autres souches avirulentes 
(Robertson et al., 2004). Ces souches pourraient posséder un ou plusieurs autres 
gènes avr mais l'absence totale d'élicitation de HR par les mutants avrA contredit 
cette hypothèse. Il est donc plus probable que ces souches soient déficientes en 
certains facteurs de virulence indispensables pour infecter le tabac.  
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Dans ce contexte, nous avons cherché à identifier les déterminants responsables 
de l'avirulence de la souche GMI1000 sur N. tabacum. Nous avons ainsi pu montrer, 
qu'en plus d'AvrA, un second effecteur, PopP1, est impliqué dans l'élicitation de la 
HR, et ce, sur 3 espèces du genre Nicotiana. L'inactivation conjointe des gènes avrA 
et popP1 est suffisante pour rendre pathogène la souche GMI1000. D'autre part, 
nous avons identifié un polymorphisme particulier du gène avrA ; il peut contenir des 
répétions en tandem dont le nombre varie selon les allèles. Ces répétitions sont 
appelées VNTR pour variable number of tandem repeats et se situent dans un 
domaine impliqué dans l'élicitation de la HR.  
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2 Article : deux effecteurs de type III de R. solanacearum GMI1000 
déterminent la spécificité du  spectre d'hôte sur tabac. 
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Résumé 
 La bactérie pathogène modèle R. solanacearum GMI1000 est l'agent causal 
du flétrissement bactérien ; cette souche infecte de nombreuses solanacées et 
d'autres hôtes mais pas le tabac (Nicotiana spp.). Nous avons prouvé que deux 
gènes, avrA et popP1, codant pour des effecteurs de type III limitent le spectre 
d'hôtes de la souche GMI1000 sur au moins trois espèces de tabac (N. tabacum, 
N. benthamiana et N. glutinosa). Ces deux effecteurs élicitent une réponse 
hypersensible sur les trois espèces testées mais de différentes manières ; AvrA 
est le déterminant majeur reconnu par N. tabacum et N. benthamiana tandis que 
PopP1 est l'éliciteur majeur de la HR sur N. glutinosa. Seule la double inactivation 
des gènes avrA et popP1 permet à la souche GMI1000 de faire flétrir le tabac, ce 
qui montre que GMI1000 possède toutes les fonctions nécessaires à la virulence 
sur tabac. Une analyse détaillée d'AvrA révèle que les 58 acides aminés N-
terminaux sont suffisants pour l'injection de la protéine dans les cellules 
végétales. Nous avons identifié une région hypervariable dans avrA qui contient 
un nombre variable de répétitions en tandem (VNTR) de 12 paires de bases 
chacune. Nous avons montré qu'une région de 18 acides aminés dans laquelle 
s'insèrent les VNTR est un domaine important impliqué dans l'élicitation de la HR 
sur N. benthamiana. avrA semble donc être la cible d'insertions d'ADN ou 
d'éléments génétiques mobiles qui permettent probablement à R. solanacearum 
d'échapper à la reconnaissance et aux réponses de défense du tabac.   
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The model pathogen Ralstonia solanacearum GMI1000 is 
the causal agent of the bacterial wilt disease that attacks 
many solanaceous plants and other hosts but not tobacco 
(Nicotiana spp.). We found that two type III secretion sys-
tem effector genes, avrA and popP1, are limiting the host 
range of strain GMI1000 on at least three tobacco species 
(N. tabacum, N. benthamiana, and N. glutinosa). Both effec-
tors elicit the hypersensitive response (HR) on these tobacco 
species, although in different manners; AvrA is the major 
determinant recognized by N. tabacum and N. benthamiana, 
while PopP1 appears to be the major HR elicitor on N. glu-
tinosa. Only the double inactivation of the avrA and popP1 
genes allowed GMI1000 to wilt tobacco plants, thus show-
ing that GMI1000 intrinsically possesses the functions nec-
essary to wilt tobacco plants. A focused analysis on AvrA 
revealed that the first 58 N-terminal amino acids are suffi-
cient to direct its injection into plant cells. We identified a 
hypervariable region in avrA, which contains variable 
numbers of tandem repeats (VNTR), each composed of 12 
base pairs. We show that an 18–amino acid region in which 
the VNTR insertion occurs is an important domain involved 
in HR elicitation on N. benthamiana. avrA appears to be 
the target of various DNA insertions or mobile elements 
that probably allow R. solanacearum to evade the recogni-
tion and defense responses of tobacco. 
The interaction between a microbial pathogen and its plant 
host is a complex multistep process. To successfully infect a 
plant, the pathogen first has to be able to penetrate and colo-
nize host tissues and overcome active plant defense responses 
to finally induce the set of events that leads to disease symp-
toms. Plant lines of defense involve preformed physical or 
chemical barriers as well as inducible responses like cell-wall 
strengthening, release of antimicrobial compounds, or a rapid 
localized and programmed cell death at sites of infection known 
as the hypersensitive response (HR) (de Wit 2007; Klement 
1963; Mur et al. 2008). Induction of the HR is observed at the 
intraspecific level in certain plant lines or cultivars not suscep-
tible to individual pathogen strains or races that are otherwise 
pathogenic to representatives of that species. Gene-for-gene re-
lationship models account for such incompatible interactions 
occurring when the plant possesses a resistance gene product 
that perceives the presence or the activity of the matching aviru-
lence (avr) gene product from the pathogen (Flor 1955; Jones 
and Dangl 2006). Hence, HR is the consequence of specific rec-
ognition of determinants of the pathogen, and many reports over 
the last decades have documented the existence of such bacterial 
‘avirulence’ factors, which are, in most of the cases, products of 
type III secretion system (T3SS) effector genes (Block et al. 
2008; Grant et al. 2006; Leach and White 1996). 
It is established that different plant species can recognize the 
same avr gene product (Dangl et al. 1992; Whalen et al. 1991). 
For example, avrXv4 controls the incompatibility of Xantho-
monas campestris pv. vesicatoria not only on the wild tomato 
relative Lycopersicon pennellii but also on the nonhost Nico-
tiana benthamiana (Roden et al. 2004). Such observations pro-
vided a basis to the view that avr gene products elicit defense 
responses both in the context of host and nonhost resistance, 
thereby contributing to restrict the plant host range of a bacterial 
pathogen. In some other cases, additional factors superimpose 
upon the avr gene to determine compatibility; reports have 
shown that inactivation of some of the avr gene eliminates the 
HR but does not enable the strains to cause disease symptoms 
on the same host (Leach and White 1996). There are paradoxi-
cal observations showing that avr genes were maintained in 
bacterial populations despite their negative effect in restricting 
host range. Two possible explanations are that several avr 
genes are required for pathogen fitness (Kearney and 
Staskawicz 1990; Lim and Kunkel 2005; Lorang et al. 1994; 
Losada et al. 2004; Ritter and Dangl 1995; Swarup et al. 1992) 
or that HR-inducing ability of certain effectors is suppressed 
by other effectors (Grant et al. 2006; Zhou and Chai 2008). 
Our research focuses on pathogenicity determinants of Ral-
stonia solanacearum, the causal agent of bacterial wilt disease, 
a source of major yield losses worldwide (Hayward 1991). R. 
solanacearum has an uncommonly wide host range extending 
across several plant families. The bacterium survives in the 
soil, enters the plant root system, and gains access to systemic 
invasion by colonizing the xylem vessels. As in many other 
bacterial pathogens, a major determinant of R. solanacearum’s 
pathogenicity is its T3SS, encoded by hrp genes (Boucher et 
al. 1987; Van Gijsegem et al. 2002). The genome of the model 
strain GMI1000 has been sequenced, paving the way for in 
silico analysis and functional genomic approaches (Cunnac et 
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al. 2004; Genin and Boucher 2004; Salanoubat et al. 2002; 
Valls et al. 2006). More than 70 candidate T3SS effector genes 
were identified in this strain, and a dozen of them have been 
demonstrated to be translocated into plant cells through the 
T3SS (Angot et al. 2006; Cunnac et al. 2004). 
Several determinants specifying the host range of the bacte-
rium have been already identified and, to date, all these deter-
minants were shown to be encoded by T3SS-dependent effec-
tor genes. In a pioneering study, the avrA locus was identified 
in strain AW1 as a 2-kb DNA fragment sufficient to condition 
incompatibility on tobacco at the species level (Carney and 
Denny 1990). N. tabacum is considered as a nonhost plant for 
most R. solanacearum strains, and leaf infiltration of the bac-
terium results in the HR, manifested by a rapid necrosis local-
ized to the inoculation site and expression of various HR-asso-
ciated molecular markers (Tronchet et al. 2001). In recent 
years, additional T3SS effector genes from strain GMI1000 
were found to encode avirulence determinants such as popP1, 
which specifies avirulence toward some petunia lines (Lavie et 
al. 2002), and popP2, which encodes the effector protein rec-
ognized by the Arabidopsis resistance gene product RRS1-R 
(Deslandes et al. 2003). Contrary to avirulence genes, another 
GMI1000 T3SS effector was recently found to extend the host 
range of the bacterium, since the GALA7 effector was shown 
to be specifically required for compatibility on the host plant 
Medicago truncatula (Angot et al. 2006). 
The objective of this work was to study the factors restrict-
ing the pathogenicity of strain GMI1000 on tobacco. We found 
that, in addition to AvrA, a second effector gene product en-
coded by popP1 is also involved in HR elicitation on different 
Nicotiana species. Remarkably, the double inactivation of the 
avrA and popP1 genes restored the pathogenicity of GMI1000 
on tobacco plants. Since the functional characterization of 
PopP1 has already been performed (Lavie et al. 2002), we fo-
cused our analysis on the study of AvrA. We mapped the T3SS 
translocation signals within AvrA and analyzed the role of 
some hrp cluster genes in translocation of this protein. Finally, 
we identified a hypervariable domain in AvrA, which was 
found to result from the presence of a variable number of tan-
dem repeats within the avrA coding sequence, and we provide 
evidence that these DNA insertions occur within a domain in-
volved in HR elicitation. 
RESULTS 
Identification of avrA and popP1  
as the major determinants responsible  
for HR elicitation on Nicotiana tabacum. 
We evaluated the ability of more than 60 candidate type III 
effector mutant strains generated in strain GMI1000 (Cunnac 
et al. 2004; Occhialini et al. 2005) to elicit the HR on the non-
host Nicotiana tabacum cv. Bottom special by infiltration at 
the rate of 108 cells/ml in the leaf parenchyma. All but one 
strain elicited a typical HR response indistinguishable from the 
confluent necrotic lesions observed 24 h postinfiltration of the 
wild-type strain. The mutant strain GRS99, carrying a disrup-
tion of the hrpB-regulated gene avrA (RSc0608) (Cunnac et al. 
2004; Robertson et al. 2004), was strongly altered in its ability 
to induce the HR (Fig. 1). Up to 24 h after inoculation, the HR 
phenotype of strain GRS99 was null and indistinguishable 
from the GMI1694 (hrp mutant) phenotype. However, after 2 
days, leaf areas inoculated with GRS99 exhibited some re-
stricted necrotic spots while areas inoculated with the hrp mu-
tant strain GMI1694 remained unaffected. Leaf infiltration at 
lower inoculum densities (107 cells/ml) resulted in a complete 
HR-negative phenotype for GRS99, in contrast to the wild-
type strain, which remained able to elicit a normal HR at the 
same bacterial density (data not shown). 
The appearance of necrotic spots (that ended in HR 96 h post-
infiltration) in the infiltrated area with the avrA mutant at a 
 
Fig. 1. avrA and popP1 are both involved in hypersensitive response elicitation on Nicotiana tabacum. Tobacco leaves were infiltrated with bacterial 
suspensions at 108 CFU/ml of the avrA mutant GRS99, the popP1 mutant GMI1658, the avrA popP1 mutant GRS473, the hrp mutant GMI1694, and the 
wild-type strains GMI1000 and K60. Picture was taken 48 h postinfiltration. The dotted lines represent the infiltrated areas. 
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rate of 108 cells/ml suggested that an additional factor exerts a 
weak HR activity on tobacco leaf cells. Because this residual 
HR cannot be observed with the hrp mutant strain GMI1694, 
we reasoned that this phenotype is due to the recognition of 
other type III effectors by the plant surveillance system under 
high inoculum conditions (i.e., less efficiently than AvrA). We 
therefore generated an avrA mutation in all the type III effector 
mutant strains derived from GMI1000, resulting in a collection 
of double mutants carrying a disruption in avrA and each of 
the other effector genes. We then performed a second screen-
ing for HR elicitation abilities on N. tabacum leaves by infil-
trating each of these double mutant strains at the rate of 108 
cells/ml. All but one strain elicited the same reaction (i.e., re-
sidual HR) as the single avrA mutant strain. We found that 
only the double mutant strain GRS473, carrying a disruption 
in both avrA and popP1, elicited no HR response after 2 days 
in a manner comparable to the hrp mutant GMI1694. This 
absence of HR was also observed with strain K60, a typical 
pathogenic strain isolated from tobacco (Kelman and Person 
1961) (Fig. 1). The popP1 mutant strain elicited an HR compa-
rable to that of the wild-type strain. This indicates that avrA 
and popP1 are jointly involved in HR elicitation of strain 
GMI1000 on N. tabacum, although the contribution of AvrA 
appears more important than that of PopP1 on this species. 
Cumulative disruption of popP1 and avrA  
renders GMI1000 able to wilt N. tabacum. 
The initial characterization of avrA
 
in strain AW1 indicated 
that pathogenicity on tobacco was not acquired when this gene 
was inactivated (Carney and Denny 1990). Using the soil 
drenching inoculation procedure, we found that both the avrA 
and the popP1 single mutant strains did not caused disease 
symptoms and behaved as GMI1000 (Fig. 2). Although the 
GRS99 strain (avrA mutant) appeared to be slightly more viru-
lent, statistical analyses of the data did not confirm the signifi-
cance of the difference observed between GMI1000 and GRS99. 
However, contrary to these single mutant strains, the double 
mutant strain GRS473 (avrA popP1) acquired the ability to 
wilt tobacco plants similarly to the pathogenic isolate K60. 
The finding that disruption of avrA and popP1 restored full 
pathogencity on N. tabacum demonstrates that these two genes 
are the major avirulence determinants controlling compatibility 
of GMI1000 on this plant species. 
Differential contribution of avrA and popP1  
to HR elicitation on different Nicotiana species. 
The HR-eliciting activity of GMI1000 and the popP1 and 
avrA mutant strains was also tested on two other Nicotiana 
species, N. benthamiana and N. glutinosa. On N. benthamiana, 
the response is mainly dependent on the presence of a func-
tional avrA
 
gene, similarly to what was observed in N. tabacum, 
although the appearance of the HR is slightly delayed with a 
residual HR appearing up to 48 to 72 h postinoculation. At 48 
h after inoculation of GMI1000 or GMI1658, a HR response 
developed, while the avrA popP1 double mutant produced no 
HR and induced a watersoaking-like reaction (Fig. 3A). 
In contrast to R. solanacearum AW1, strain GMI1000 has a 
HR-positive phenotype on N. glutinosa (Carney and Denny 
1990). As shown in Figure 3, N. glutinosa leaves responded 
identically to infiltration with GRS99 and GMI1000 strains, 
indicating that, on this species, avrA is dispensable for the ap-
pearance of HR. On the contrary, the strain GMI1658 (popP1 
mutant) was found to be delayed in its HR-eliciting activity on 
this tobacco species, while the GRS473 avrA popP1 double 
mutant strain induced no HR (Fig. 3B). At 3 days after inocu-
lation, the area infiltrated with GRS473 started to evolve into 
disease symptoms similarly to the pathogenic tobacco strain 
K60 (Fig. 3C). 
Finally, pathogenicity assays using N. benthamiana and N. 
glutinosa plants also confirmed that the GRS473 double mutant 
strain was also fully virulent on these two tobacco species, con-
 
Fig. 3. Differential behavior of the avrA and popP1 mutant strains on Nicotiana benthamiana and N. glutinosa leaves. Tobacco leaves were infiltrated with 
bacterial suspensions at 108 CFU/ml of the avrA mutant GRS99, the popP1 mutant GMI1658, the avrA popP1 mutant GRS473, and the wild-type strains 
GMI1000 and K60. A, Phenotypes observed on N. benthamiana 3 days after infiltration. B and C, Phenotypes observed on N. glutinosa 1 and 3 days after 
infiltration, respectively. The dotted lines represent the infiltrated areas. 
 
Fig. 2. The avrA popP1 double mutant is fully pathogenic on Nicotiana 
tabacum. Evolution of the average disease index over time of tobacco
plants inoculated with the avrA popP1 mutant GRS473 (S), the avrA
mutant GRS99 (z), the popP1 mutant GMI1658 (¡), and the wild-type 
strains GMI1000 () and K60 (c). Each point represents the mean dis-
ease index of three individual experiments, each containing 16 plants per
treatment. 
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trary to the wild-type GMI1000 strain (Fig. 4). Altogether, these 
results indicate that AvrA and PopP1 are both responsible in 
restricting the host range of GMI1000 on different Nicotiana 
species, although they differ in their respective contribution to 
the HR responses; PopP1 is the major avirulence factor on N. 
glutinosa, whereas AvrA is the major determinant on N. ta-
bacum and N. benthamiana. 
In planta expression of AvrA and PopP1 avirulence proteins 
triggers HR in different Nicotiana species. 
In order to prove that the AvrA and PopP1 effectors alone 
were sufficient for elicitation of the HR, the proteins were ex-
pressed within plant cells, using the Agrobacterium-mediated 
transient expression assay. Tobacco leaves were infiltrated with 
A. tumefaciens strains containing pMP25 (a Cauliflower mo-
saic virus [CaMV] 2x35S:avrA construct) or pMP103 (a 
CaMV 2x35S:popP1-CFP fusion). Within 48 to 72 h, we ob-
served, with both constructs, that the infiltrated areas of the 
three tobacco species tested (N. tabacum, N. benthamiana, and 
N. glutinosa) exhibited a typical HR-like response (Fig. 5), 
showing that both PopP1 and AvrA are sufficient to trigger an 
intracellular recognition event within tobacco cells after Agro-
bacterium-mediated delivery. This response was specific to 
PopP1 and AvrA, since no response was observed after expres-
sion of several other GMI1000 effectors such as GALA6. 
The first 58 N-terminal amino acids of AvrA  
are sufficient to direct the secretion and injection  
of a Cya reporter fusion into plant cells. 
The translocation assay based on the calmodulin-dependent 
adenylate cyclase domain (CyaA′) of the Bordetella pertussis 
cyclolysin (Casper-Lindley et al. 2002; Sory and Cornelis 
1994) was used to prove that AvrA is injected into plant cells 
through the T3SS. Four constructions were generated contain-
ing upstream avrA transcription regulatory regions, followed 
by an initiation codon or the first 30, 58, or 99 codons of avrA 
in translational fusion with the cyaA′ gene, resulting in plas-
mids pSC177 (AvrA1-1-CyaA′), pSC178 (AvrA1-30-CyaA′), 
pSC179 (AvrA1-58-CyaA′), and pSC163 (AvrA1-99-CyaA′) as 
depicted in Figure 6A. These plasmids were introduced into 
strain GMI1000 and the hrp secretion mutant strain GMI1402 
(Van Gijsegem et al. 1995). To test the secretion of AvrA-
CyaA′ hybrids in the extracellular medium, concentrated cul-
ture supernatants of the different strains were subjected to 
Western blot analysis. The recombinant proteins were produced 
at comparable levels (Fig. 6B, IN). On the immunoblot obtained 
with concentrated supernatant preparations (Fig. 6B, OUT), the 
AvrA1-99-CyaA′ is detected when produced in the wild-type 
genetic background but not in the hrp background, showing 
that AvrA1-99-CyaA′ is secreted in the extracellular medium in 
an hrp-dependent fashion. AvrA1-58-CyaA′ is also detected in 
the supernatant but no signal is detected for AvrA1-30-CyaA’ 
and AvrA1-1-CyaA′ although these fusions can be detected in 
the cellular fraction. This suggests that the two shortest AvrA 
N-terminal sequences could not direct efficient secretion of the 
reporter fusion. 
Next, we verified that the chimeric AvrA-CyaA′ fusions 
have in vitro calmodulin-dependent adenylate cyclase activity. 
In extracts from bacterial strains expressing the different 
CyaA′ fusion proteins, but not those of the GMI1000 control, 
the adenylate cyclase activity was at least 40 times higher in 
the presence of calmodulin (Fig. 6C). These data demonstrate 
that the hybrid proteins were functional and that their activity 
was strictly calmodulin dependent. We then checked the trans-
location ability of the AvrA1-99-CyaA′ fusion expressed from 
the native avrA promoter. Compared with GMI1402/pSC163 or 
GMI1000 alone, GMI1000/pSC163 induced a strong increase 
of cyclic AMP (cAMP) concentration in Arabidopsis cells, 
thus supporting the conclusion that AvrA1-99-CyaA′ is translo-
cated into plant cells in an Hrp-dependent manner. The AvrA1-
58
-CyaA′ also appears to be translocated, although the cAMP 
levels produced by GMI1000/pSC179 were slightly reduced in 
comparison with GMI1000/pSC163. In contrast, Arabidopsis 
cells cultivated with GMI1000/pSC178 or GMI1000/pSC177 
accumulated cAMP to background levels, showing that the 
first 30 amino acids of AvrA are unable to direct injection of 
CyaA′. 
Finally, we tested the ability to translocate AvrA of four hrp 
mutants carrying nonpolar mutations in the hrpD, hrpH, hrpJ, 
and hpaP genes and displaying delayed or reduced HR pheno-
types (Van Gijsegem et al. 2002). These four hrp mutants in-
 
Fig. 4. Virulence test of the avrA popP1 double mutant strain (GRS473)
on Nicotiana benthamiana and N. glutinosa. Progression of the average
wilting symptoms over 20 days on N. benthamiana (filled symbols) and N. 
glutinosa (open symbols) inoculated with GRS473 (triangles) and with
GMI1000 (squares). Each point represents the mean disease index of three
individual experiments, each containing 16 plants per treatment. 
 
Fig. 5. Hypersensitive response elicitation induced by the Agrobacterium-
mediated transient expression of avrA and popP1 on tobacco species. A,
Leaves of Nicotiana tabacum, B, N. benthamiana, and C, N. glutinosa
were infiltrated with Agrobacterium tumefaciens strains carrying an avrA
or popP1 or GALA6 gene. Pictures were taken 5 days after agroinfiltration.
The dotted lines represent the infiltrated areas. 
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jected the reporter fusion from pSC163 (AvrA1-99-CyaA′) at 
low efficiency (Supplementary Fig. 1), since detected cAMP 
accumulation in tobacco leaves was about half that induced by 
GMI1000. The targeting of AvrA1-99-CyaA′ into plant cells was 
more severely impaired in the hrpJ mutant, as this strain induced 
cAMP values approximately sixfold lower than those of 
GMI1000. 
avrA belongs to a multicistronic operon regulated by hrpB. 
Immediately downstream of avrA
 
are four genes transcribed 
in the same orientation (Fig. 7). The definition of the transcrip-
tomic profiling of an hrpB mutant strain revealed that, as with 
avrA, expression of the RSc0609 gene was also hrpB-depend-
ent (Occhialini et al. 2005). The regulation pattern of the 
RSc0609 through RSc0613 genes has been followed in several 
independent transcriptomic profiling experiments using either 
hrp regulatory mutants or strains overexpressing the hrpB or 
hrpG regulatory genes. Using standard criteria, i.e., at least a 
threefold (log2 = 1.5) difference in RNA abundance with a Stu-
dent t-test P value below 0.05, expression of the RSc0609 
through RSc0611 genes appears to be regulated by hrpB and 
hrpG (Supplementary Table 1A). Transcription of RSc0612 
(log2 = 1.4) also appears to be hrpB-dependent, while transcrip-
tion of RSc0613, which is transcribed in the opposite direction 
to the RSc0609 through RSc0612 genes (Fig. 7), is not depend-
ent upon hrpB or hrpG. These data also indicate that the expres-
sion ratio measured for the four genes downstream of avrA
 
is 
generally smaller than the one detected for the avrA
 
gene itself. 
The monitoring of a transcriptional gene fusion created be-
tween the RSc0609 gene and the lacZ reporter confirmed that 
RSc0609 is a genuine hrpB-regulated gene. Although the 
RSc0609 start codon is located 208 bp downstream of the avrA
 
stop codon, the absence of an hrpII box–related motif within 
this region suggested that both avrA
 
and RSc0609 could be 
transcribed from the same promoter. We observed that an 
avrA::Ω mutation was polar on the expression of the down-
stream gene, since the expression of an RSc0609::lacZ fusion 
was abolished in an avrA
 
mutant background, thus indicating 
that these two genes are comprised within the same transcrip-
tion unit. Complementation experiments using plasmid 
pSC222, which carries the sole avrA open reading frame 
(ORF), proved that the HR-negative phenotype was only due 
to inactivation of avrA and not to a polar effect on downstream 
genes (data not shown). Genes RSc0609 to RSc0612 encode 
hypothetical products of unknown function; except for avrA, 
this gene block is, in fact, only conserved in one other micro-
organism, Thiobacillus denitrificans, an obligate chemolitho-
autotrophic bacterium. 
 
Fig. 6. Mapping of AvrA signals required for translocation of AvrA′ proteins fused to the CyaA′ domain. A, Schematic representation of the set of genetic 
constructs used in these experiments. Name of the fusion protein, a drawing of the domain composition, and the name of the plasmid that encodes this fusion 
are reported from left to right. Amino acid positions are given relative to the predicted first methionine of AvrA. B, In vitro secretion of AvrA′-CyaA′ pro-
teins. Top panel (IN), proteins detected in the cellular fractions. Bottom panel (OUT), proteins detected in the concentrated supernatants. The distances of
migration of the specific bands are congruent with their predicted molecular masses: AvrA1-99, 54 kDa; AvrA1-58, 49 kDa; AvrA1-30, 46 kDa; AvrA1-1, 43 kDa. 
Gel lanes are labeled with the name of the corresponding hybrid protein expressed in the GMI1000 (hrp+) or the GMI1402 (hrp–) strain. Control experiments 
that detected the intracellular LacI protein indicated that cellular lysis could not account for the observed band patterns. C, Adenylate cyclase activity of 
AvrA′-CyaA′ fusion proteins. On the left, in vitro adenylate cyclase activity of Ralstonia solanacearum cellular lysates with and without exogenous 
calmodulin (CaM) in the wild-type strain GMI1000 and in the hrp secretion mutant strain GMI1402. On the right, measurements of cyclic AMP (cAMP)
detected in Arabidopsis thaliana cells after 7 h of coculture with derivatives of strains GMI1000 and GMI1402. Each measurement has three replications that
are averaged, with standard deviation in brackets. 
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The hypervariable region of AvrA results  
from the insertion of variable numbers  
of tandem repeats (VNTR). 
DNA hybridization experiments performed by Carney and 
Denny (1990) at the time of the identification of the avrA lo-
cus in strain AW1 suggested that this gene is widely conserved 
in the R. solanacearum species. Accordingly, the avrA locus 
was found in the genome sequence draft of two R. solana-
cearum strains, Molk2 (race 2 strain, isolated from banana) 
and UW551 (race 3 strain, isolated from potato) differing 
from GMI1000 (race 1 strain, wide host range) both phyloge-
netically and by their limited host range. Sequence analysis 
indicated that the avrA-RSc0612 operon is remarkably well 
conserved in the three strains (88 to 93% identity over 4 kb 
at the DNA level), the level of identity being higher between 
strains UW551 and Molk2, which is in agreement with the 
phylogenetic relationship of the three strains (Fegan and Prior 
2005). The group of six genes (avrA-Rsc0613) appears to be 
an evolutionary conserved chromosomal block surrounded by 
variable genes and, except in GMI1000, associated with 
transposable elements (Fig. 7). In strain UW551, an insertion 
sequence (IS) element is found within the avrA gene promoter, 
just 18 bp upstream from the start codon, thus suggesting 
that the gene is either not driven by its own promoter or not 
expressed. In order to test this hypothesis, Western blot 
analyses were conducted to detect the production of AvrA in 
concentrated culture supernatant of bacterial cells grown in a 
T3SS-inducing minimal medium. This was done using a 
polyclonal antibody raised against the AvrAGMI1000 protein. 
These experiments established that AvrA is detected in the 
supernatant of strains GMI1000 and Molk2 but also UW551 
(Fig. 8), indicating that the directly upstream IS element did 
not prevent transcription of the gene. Due to VNTR inser-
tions, the AvrA protein is slightly larger in size in the other 
tested strains than in GMI1000, in agreement with the pre-
dicted molecular masses (25.7 kDa for AvrAGMI1000 to 32.6 
kDa for AvrAMolk2). 
Allelic variation was predominantly observed within the 
avrA effector coding sequence. In fact, this variation is mainly 
concentrated within a specific region in the 5′ part of the gene, 
located between nucleotides 133 and 146 downstream from the 
start codon in GMI1000. In strains AW1, Molk2, and UW551, 
this region contains VNTR, each composed of 12 bp, that lead 
to expansion of the avrA gene from 60 to 168 bp as compared 
with GMI1000 (Fig. 9A). The strain Molk2 harbors 15 repeats, 
which can be distinguished in three types based on the repeat 
structure (Fig. 9B). Strains UW551 and AW1 possess 10 and 6 
repeats, respectively, whereas, in GMI1000, the sequence 
CCAGCTCACCTCGCAGC between nucleotides 134 and 
150, flanked by direct repeats (underlined), can be viewed as 
the initial target sequence. 
Insertions of VNTR in avrA occur within a region required 
for the HR-eliciting activity of AvrAGMI1000 . 
In certain pathogenic prokaryotes, alterations at repeated 
stretches of DNA are used as elements of rapid genomic or 
phenotypic changes (Moxon et al. 1994). We noticed that the 
two strains carrying the most important number of VNTR in 
the variable region were unable to elicit the HR on tobacco; 
both strains UW551 and Molk2 were scored HR negative at 
24 and 48 h postinfiltration at the rate of 107 CFU/ml, 
whereas GMI1000 is scored HR positive in the same condi-
tions (data not shown). Therefore, we decided to investigate 
the role of the region of avrAGMI1000 subjected to VNTR inser-
tions in the triggering of the plant HR. We generated two N-
terminal deletion constructs, named AvrA32-end (pMP26) and 
Fig. 8. Detection of AvrA in the supernatant of strains GMI1000, UW551, 
Molk2, and AW1. AvrA proteins are detected in concentrated supernatants 
by the AvrAGMI1000 antibody. AvrA migrates as a 32-kDa protein in the 
GMI1000 supernatant and as a 36-kDa protein in the UW551, Molk2, and 
AW1 supernatants. The avrA mutant strain GRS99 is used as a negative 
control. 
 
Fig. 7. Physical map of the avrA locus region in strains GMI1000, UW551, and Molk2. Genes are symbolized by arrows defining the transcription orienta-
tion. Gray-filled arrows correspond to genes encoding conserved hypothetical proteins of unknown function, and black-filled arrows to insertion sequence 
elements. The hrpII box (hrpB-responsive element) is represented by a black triangle. The level of protein identity between each strain is indicated as a per-
centage between each homologous gene. 
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AvrA50-end (pMP28), corresponding to the AvrAGMI1000 ORF 
deleted of the first 31 and 49 codons, respectively. These con-
structs were expressed in N. benthamiana using the Agrobac-
terium-mediated transient expression assay. We observed that 
construct AvrA32-end was able to trigger a HR 48 to 72 h 
postinoculation, although the plant response was slightly de-
layed (12 to 24 h) compared with what is obtained with the 
full-length AvrAGMI1000 construct (Fig. 10). In contrast, no re- 
sponse was observed after leaf infiltration of A. tumefaciens 
carrying AvrA50-end at 2 days postinoculation. Western blot 
analysis using the AvrA antibody demonstrated that the 
AvrA32-end and AvrA50-end fusion proteins were produced in 
comparable amounts in plant tissues, thus indicating that the 
differential HR response was not due to a difference in protein 
stability or degradation in the plant. These results show that 
the 18–amino acid sequence region between positions 32 to 50 
in AvrAGMI1000 is important for the HR-inducing activity of the 
protein; interestingly, the insertions of the 12-bp tandem repeats 
in avrAUW551 and avrAMolk2 both occur in this region, between 
the codons 45 and 49 in the avrAGMI1000 sequence. 
 
Fig. 9. Structure of the hypervariable 5′ region of avrA, which carries variable numbers of tandem repeats (VNTR). A, Nucleotide sequence alignment of the
5′ end of the avrA gene (starting from the ATG start codon) in strains GMI1000 (1000), UW551 (RRSL_01581, National Center for Biotechnology Informa-
tion (NCBI) accession EAP71870), Molk2 (RSMKO4490, NCBI accession CAQ56934), and AW1 (NCBI accession AAS01725). Conserved nucleotides are 
in black while variable ones are in purple. Dots correspond to absent nucleotides. Colored boxes identify the VNTR, each color defining a distinct class of 
VNTR. B, Alignment of the three classes of VNTR within avrAMolk2, showing the nucleotide conservation of the repeats. 
 
Fig. 10. Identification of an 18–amino acid domain in the N-terminal part of AvrAGMI1000 required for hypersensitive response (HR) elicitation. A, HR elicita-
tion induced by the transient expression of avrA32-end and avrA50-end on Nicotiana benthamiana. Leaves were infiltrated with the Agrobacterium tumefaciens
strains carrying the pMP25 (AvrA1-end), pMP26 (AvrA32-end), and pMP28 (AvrA50-end) plasmids. Pictures were taken 2 and 5 days after infiltration. B, Detec-
tion of the AvrA1-end, AvrA32-end, and AvrA50-end proteins from N. benthamiana leaf tissues (2 days postinoculation), by Western blotting using the
AvrAGMI1000 antibody. Two products were detected using the AvrA1-end construct, the smaller one resulting from a probable processing in planta. 
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DISCUSSION 
Two GMI1000 T3SS effectors control host specificity  
toward tobacco species. 
We identified two effector genes from strain GMI1000, avrA 
and popP1, that both act as HR elicitors on several Nicotiana 
species and that specifically restrict the host range of the strain 
on tobacco. AvrA was first identified in strain AW1 and was 
shown to determine incompatibility of that strain on N. ta-
bacum (Carney and Denny 1990). However, disruption of the 
avrA gene was not sufficient to restore full pathogenicity of 
the strain (Carney and Denny 1990; Robertson et al. 2004). In 
this study, we show that in addition to AvrA, PopP1 triggers 
plant defense reactions that are sufficient to protect the plants 
from GMI1000 infection, since acquisition of pathogenicity on 
tobacco is observed only in the avrA popP1 background. This 
finding supports the view that type III effectors play a critical 
role in the delineation of nonhost interaction profiles of bacte-
rial pathogens. Another recent example of such behavior is 
illustrated by a P. syringae pv. tomato DC3000 mutant deleted 
for hopQ1-1 that extended the ability of the strain to cause dis-
ease on the nonhost N. benthamiana (Wei et al. 2007). 
PopP1 is a type III effector secreted by the T3SS that be-
longs to the YopJ/AvrRxv family of cysteine protease effectors 
(Lavie et al. 2002). PopP1 was previously characterized as an 
avirulence determinant toward various lines of another solana-
ceous host, petunia. It was shown to control host specificity in 
a plant genotype–dependent pattern and the popP1 mutant 
strain became pathogenic on the petunia line that is resistant to 
the wild-type strain (Lavie et al. 2002). It has been established 
that popP1 is present in most Asiatic and African isolates 
(phylotypes I and III) but is absent from American isolates 
such as Molk2 or UW551 (phylotype II) (Lavie et al. 2004). 
This probably explains why most of the isolates that are patho-
genic on tobacco, such as K60, are of American (phylotype II) 
origin since, in the absence of popP1 in these strains, a single 
mutation event in avrA is predicted to restore virulence if the 
strain possesses the functions required to wilt tobacco. 
AvrA and PopP1 both participate to promote HR elicitation 
on the three Nicotiana species studied here. HR elicitation is 
indeed completely abolished in the avrA popP1 mutant strain 
while the simple mutants display at least a partial HR activity. 
The recognition of PopP1 appears to vary, ranging from a 
strong HR response (N. glutinosa) to reduced or delayed re-
sponses (N. tabacum, N. benthamiana). In N. tabacum and N. 
benthamiana, the AvrA-dependent HR is more strongly and 
rapidly induced than the PopP1-dependent HR; similar obser-
vations on differential kinetics of HR induction were also 
reported in the case of the P. syringae avrRpm1- and avrRpt2-
dependent HR on Arabidopsis (Ritter and Dangl 1996). In N. 
glutinosa, Agrobacterium-mediated expression experiments 
show that AvrA is sufficient to induce an HR response (Fig. 
5C), but AvrA is superimposed in GMI1000 by PopP1, thus 
explaining why the avrA mutant still elicits a wild-type HR on 
this tobacco species (Fig. 3B and C). These results suggest that 
several Nicotiana species contain resistance genes that encode 
R proteins able to recognize the presence of AvrA and PopP1 
inside plant cells. Because an AvrA::EGFP fusion localizes in 
the cytoplasm of Arabidopsis protoplasts (unpublished results), 
the recognition of AvrA itself or of its activity is expected to 
occur in the cytoplasm of plant cells. 
Any role of avrA and popP1 in R. solanacearum virulence 
remains unknown, since no impaired virulence could be ob-
served with either the avrA or popP1 simple mutants when 
inoculated by standard root inoculation on tomato and on the 
compatible Arabidopsis ecotype Col-0 (Cunnac et al. 2004). 
This situation was, in fact, encountered for the large majority 
of GMI1000 type III effector mutants on these host plants, 
probably because of a functional overlap among the large ef-
fector repertoire (Poueymiro and Genin 2009) or specific roles 
on other hosts. 
avrA, a T3SS-effector gene that belongs  
to an operon conserved within the R. solanacearum species. 
avrA encodes a 230–amino acid protein that does not pre-
sent any homology to other proteins in the databases except for 
the orthologous gene product found in other R. solanacearum 
strains (Gabriel et al. 2006; Robertson et al. 2004). avrAGMI1000 
is located on the R. solanacearum chromosome, and its pro-
moter region contains a typical hrpB-responsive element, the 
hrpII box, 70 bp upstream of the start codon. We provide genetic 
evidence that avrA is the first ORF of an operon with the 
downstream gene RSc0609. Two observations support the view 
that the avrA operon comprises five genes (avrA-Rsc0609 to 
avrA-RSc0612): i) no intergenic region is predicted between 
the ORF Rsc0609 and RSc0612, and ii) expression data indi-
cate that four genes downstream of avrA are hrpB-regulated, 
suggesting that their expression is driven by the hrpII box–con-
taining avrA promoter. The finding that avrA belongs to a 
polycistronic operon is intriguing because the four downstream 
genes do not appear to encode T3SS effectors. RSc0609 and 
RSc0610 harbor typical lipoprotein and peptide signal se-
quences, respectively, RSc0612 is predicted to encode a trans-
membrane protein, and the RSc0611 product belongs to the 
ApbE family of proteins that function in metal cofactor assem-
bly (Skrovan and Downs 2003). In contrast to AvrA, none of 
the products encoded by the downstream ORF are predicted to 
carry N-terminal T3SS-export signals. It would be interesting 
to determine whether these downstream genes are involved in 
some posttranslational modifications of AvrA. 
Another uncommon aspect of this operon is the existence of 
a long-transcribed but noncoding region between avrA and 
RSc0609 (208 bp). A similar situation is also found in 
GMI1000 in two other atypical operons, the hrpB operon (150 
bp between hrpB and the hrcC secretin gene; Genin et al. 
1992) and the hrpY operon (193 bp between the hrpY pilin 
subunit gene and hrpZ; Cunnac et al. 2004). We hypothesize 
that these long intergenic regions within operons may be a 
means to modulate transcription levels between the upstream 
and downstream genes. 
The avrA operon structure appears to be widely conserved 
within the R. solanacearum species since it is found in taxo-
nomically distant strains such as GMI1000 (phylotype I, Asian 
origin) and Molk2 / UW551 (phylotype II, American origin) 
(Fegan and Prior 2005), suggesting that this gene block has an 
ancestral evolutionary origin. Comparative genomic hybridiza-
tion confirmed this hypothesis, since the avrA operon was 
found to be present in more than 15 strains representative of 
the four described phylotypes within the species (Guidot et al. 
2007). 
Translocation of AvrA into plant cells through the T3SS. 
The Agrobacterium-mediated transient expression of AvrA 
into the leaf cells of three tobacco species (N. tabacum, N. 
benthamiana, and N. glutinosa) induced a necrotic response, 
indicating that AvrA requires delivery to the plant cell to exert 
its HR-eliciting activity. Using the CyaA′ translocation reporter 
system, we also provide the biochemical evidence that AvrA 
carries functional T3SS-dependent export signals that enable 
this protein to traffic through the Hrp pathway to reach the 
plant cell cytoplasm. We have initiated the characterization of 
AvrA translocation signals by deletion mapping and found that 
the first 58 codons are sufficient for directing efficient secre-
tion in extracellular minimal medium and injection into Arabi-
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dopsis cells. Previous work showed that the first 28 codons of 
X. campestris pv. vesicatoria AvrBs2 are sufficient for secre-
tion (Mudgett et al. 2000), while injection requires at least the 
first 41 codons but was significantly enhanced with the first 58 
codons (Casper-Lindley et al. 2002). Similarly, the first 10 
codons of Pseudomonas syringae pv. tomato AvrPto were nec-
essary for hrp-mediated secretion in culture and, although the 
16 first codons could direct a weak translocation into plant 
cell, the first 50 codons were considerably more efficient 
(Schechter et al. 2004). Thus, AvrA translocation signals are 
located in a region similar in length to those of effectors from 
other phytopathogenic bacteria. 
Beside hrc genes, the R. solanacearum hrp cluster contains 
a number of genes with counterparts only in the Xanthomonas 
genus. Here, we addressed the role in AvrA translocation on 
tobacco of four of these genes that were hypothesized to be 
auxiliary proteins of the T3SS (Van Gijsegem et al. 2002). The 
competence of the mutants tested in this study to translocate 
the AvrA-CyaA′ fusion correlated with their ability to trigger 
HR as previously reported (Van Gijsegem et al. 2002). However, 
it is surprising to notice that the virulence of the hrpJ mutant 
on tomato is only mildly affected, while our results show that 
it is almost unable to inject the AvrA1-99-CyaA′ fusion protein. 
Possible explanations to this result are that the role of HrpJ in 
translocation of type III effectors is plant species specific or, 
alternatively, that it is involved in injection of only a subset of 
type III effectors including AvrA. 
The avrA gene is the target  
of 12-bp tandem repeat insertion tracts. 
Nucleotide sequence of the avrA gene from different strains 
revealed that the 5′ part of the gene contains a hypervariable 
region that is the result of VNTR insertions. VNTR occur 
within the N-terminal region required for the translocation of 
AvrAGMI1000 into plant cells, but there is evidence that VNTR 
do not prevent the secretion of AvrAUW551 or AvrAMolk2 through 
the T3SS (Fig. 8). We observe that these VNTR insertions 
mainly result in enrichment in serine residues, and abundance 
of serine is one of the more prominent features of the 
GMI1000 type III effector export pattern (Cunnac et al. 2004), 
so the N-terminal domains of AvrAUW551 or AvrAMolk2 also dis-
play typical T3SS effector features. 
In this study, we show that the 18–amino acid region (be-
tween residues 32 to 50) in which the VNTR insertion occurs is 
a domain required for full HR elicitation. However, a delayed 
HR can still be elicited with the AvrA50-end construct, indicating 
that this 18–amino acid region is not the sole domain able to 
trigger HR. Mutation or deletion of an avirulence determinant is 
a means for a pathogen to escape the plant surveillance system 
(Leach and White 1996). VNTR are polymorphic minisatellites 
that have been documented in several microorganisms as ele-
ments of rapid genomic or phenotypic changes (Metzgar and 
Wills 2000; Moxon et al. 1994). Our data suggest that VNTR 
insertions within avrA might impact HR elicitation, but since the 
12-bp insertions do not disrupt the avrA reading frame, it is pos-
sible that the insertions do not lead to a complete loss of func-
tion of the gene. This could be a way to preserve a role for AvrA 
in the disease process or a means to a rapid and potentially 
reversible inactivation of an avirulence gene. 
The avrA gene appears to be a frequent target of transpos-
able elements. In several HR-negative strains from the United 
States, avrA was shown to be disrupted by two miniature in-
verted-repeat transposable elements (MITE) after nucleotides 
461, 542, or 575 (Robertson et al. 2004). It is also notable that 
a transposable element is present in the avrA gene promoter in 
strain UW551; our data show that the gene in this case is still 
expressed, but its regulation is probably constitutive and hrpB-
independent, since the IS insertion occurs in between the hrpII 
box and the avrA start codon. The reason for this deregulated 
expression is unclear but suggests that the control of the ex-
pression of this effector gene might also be critical for func-
tion. In summary, it is remarkable that avrA, which is a widely 
conserved gene in the species, appears to be subjected to vari-
ous DNA insertions or mobile elements (MITE, IS, VNTR) 
that could result in a better adaptability of the pathogen. These 
genetic insertions in the avrA locus probably allow R. solana-
cearum to evade the recognition and defense response of to-
bacco but also allow the gene to be maintained in the popula-
tion if it is required for pathogenicity on susceptible hosts. The 
identification of one or more of the molecular targets of AvrA 
within susceptible plant cells may aid in our understanding of 
such a role of this effector protein and its contribution to dis-
ease development. The amenability of N. benthamiana to pow-
erful virus-induced gene silencing technology may also pro-
vide valuable insights on the identity of the signaling pathways 
mediating AvrA-dependent plant responses. 
MATERIALS AND METHODS 
Bacterial strains, plasmids, growth conditions, and  
plant material. 
The bacterial strains and plasmids used for this study are de-
scribed in Table 1. Escherichia coli and Agrobacterium tume-
faciens cells were grown in Luria-Bertani (LB) medium at 37 
and 28°C, respectively. R. solanacearum was grown in com-
plete medium B or minimal medium (MM) at 28°C (Boucher 
et al. 1987). Antibiotics were used at the following concentra-
tions (mg/liter): ampicillin, 50; kanamycin, 25; gentamycin 
(Gm), 10 or 20; spectinomycin (Spc), 40; tetracycline, 10; ri-
fampicin, 50; chloramphenicol, 25; carbenicillin, 25. The 
plants used in this study were Nicotiana tabacum cv. Bottom 
special, N. glutinosa, and N. benthamiana. 
DNA manipulations for genetic constructs. 
Standard methods were used (Ausubel et al. 1990) unless 
otherwise stated. Plasmids pMP25, pMP26, pMP28, pMP103, 
and pPR45 used in this study were constructed by Gateway 
technology (Invitrogen, Carlsbad, CA, U.S.A.), following the 
instructions of the manufacturer. The polymerase chain reac-
tion (PCR) products were first amplified by ORF-specific 
primers (Supplementary Table 2) and then by the attB1 and 
attB2 universal primers, except popP1, which was amplified 
by a one-step PCR using attB1-PopP1 and attB2-PopP1 prim-
ers. The PCR products flanked by the attB sites were recom-
bined into the pDONR 207 vector (Invitrogen) to create entry 
vectors with attL sites. The inserts cloned into entry vectors 
were subsequently recombined into the destination vectors. 
To generate plasmids pSC163, pSC177, pSC178, and 
pSC179, DNA fragments that encompass the promoter and dif-
ferent 5′-end portions of the avrA ORF were PCR amplified 
and cloned in the pSC154 reporter vector, to give serial con-
structions consisting of an initiation codon, the first 30, 58, 
and 99 codons of avrA, followed by a BglII restriction site and 
codons 2 to 400 of the original cyaA′ gene (Sory and Cornelis 
1994). These constructs were subsequently inserted in 
pLAFR6 for autonomous replication in R. solanacearum. 
Construction of an avrA-popP1 double mutant strain. 
In order to screen for the identification of other GMI1000 
T3SS effectors involved in HR elicitation on N. tabacum besides 
AvrA, genomic DNA from an avrA mutant strain was extracted 
and used to transform, as described by Cunnac and associates 
(2004), a collection of approximately 70 T3SS effector mutant 
strains described elsewhere (Cunnac et al. 2004; Lavie et al. 
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2002; Occhialini et al. 2005). For each mutant, two individual 
transformants were checked for their ability to induce a HR on 
N. tabacum at an infiltration concentration of 108 CFU/ml after 
24 h. Strain GRS473 carries a double disruption of the avrA 
gene by an Ω (Gmr) cassette from strain GRS99 (Cunnac et al. 
2004) and of the popP1 gene by an Ω (Spcr) cassette from strain 
GMI1658 (Lavie et al. 2002). The structure of the deleted loci 
was checked by Southern blot analysis. 
Complementation analyses were made by introducing plas-
mids pSC222 (pLAFR6::avrA) and pGMI3623 (pLAFR6:: 
popP1) into GRS99 and GRS473, respectively. Complementa-
tion was scored by the restoration of the HR-inducing ability 
of the resulting strains on N. tabacum (avrA) or N. glutinosa 
(popP1). 
Plant tests. 
To test for HR, bacterial suspensions at 107 and 108 CFU/ml 
were infiltrated into leaves of 4-week-old Nicotiana plants 
with a 1-ml needleless syringe as described previously 
(Boucher et al. 1987). Pathogenicity assays were performed by 
watering 4-week-old N. benthamiana and N. glutinosa trans-
plants and 2-week-old N. tabacum transplants with 50 ml (70 
Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study 
Strain or plasmid Relevant genotype or characteristicsa References 
Strains   
Escherichia coli DH5α F – recA lacZDM15 Bethesda Research Laboratory
Ralstonia solanacearum   
K60 Wild-type strain  Kelman and Person 1961 
GMI1000 Wild-type strain  Boucher et al. 1987 
GMI1402 Tn5-B20 insertion in hrcS  Van Gijsegem et al. 1995 
GMI1410 Tn5-B20 insertion in hrpY Van Gijsegem et al. 1995 
GMI1415 Tn5-B20 insertion in hpaP Arlat et al. 1992 
GMI1525 hrpB mutant strain, Spcr Genin et al. 1992 
GMI1586 hrpD::apha-3 mutant Van Gijsegem et al. 2002 
GMI1589 hrpH::apha-3 mutant Van Gijsegem et al. 2002 
GMI1591 hrpJ::apha-3 mutant Van Gijsegem et al. 2002 
GMI1658 popP1::Ω, Spcr Lavie et al. 2002 
GMI1694 hrcV:: Ω Spcr Cunnac et al. 2004 
GMI1728 GMI1000/pLAFR3::hrpB, Tcr Occhialini et al. 2005 
GMI1778 hrpB hrpG double mutant This study 
GRS099 brg46 (RSc0608) mutant, i.e avrA::Ω, Gmr Cunnac et al. 2004 
GRS473 popP1::Ω avrA::Ω double mutant, Gmr Spcr This study 
GRS475 RSc0609::pCZ367 Gmr  This study 
GRS476 RSc0609::pCZ367 hrpB:: Ω, Gmr Spcr This study 
GRS477 RSc0609::pCZ367  avrA:: Ω, Gmr Spcr This study 
Agrobacterium tumefaciens   
AGL1 C58 chromosomal background carrying an insertion mutation in the recA gene, pTiBo542 
Ti plasmid, Rif r, Cbr 
Lazo et al. 1991 
GV3101::pMP90 C58 chromosomal background, pMP90 Ti plasmid, Rif r, Gmr Koncz and Schell 1986 
GV3101::pMP90RK C58 chromosomal background, pMP90RK Ti plasmid,Rif r, Gmr, Kmr Koncz and Schell 1986 
Plasmids   
pMDC32 Destination vector; constitutive expression vector, harboring a dual 35S promoter, Kmr Curtis and Grossniklaus 2003
pTH19 Destination vector adapted from pET15-b (Novagen, Madison, WI, U.S.A.), N-terminal 
His6, T7 promoter, Ampr
 
Daenke et al. 2008 
pAM-PAT-P35S-GW-CFP Destination vector; constitutive expression vector, harboring a dual 35S promoter and used 
for the construction of C-terminal CFP fusion, Cbr 
Bernoux et al. 2008 
pLAFR6 pLAFR1 with trp terminators, Tcr B. Staskawicz (University  
of California Berkeley) 
pBBL12 pLAFR6 with a 1.5-kb fragment carrying hrpG Brito et al. 1999 
pCZ367 pUC18-derived vector used for insertional mutagenesis, Apr Gmr Cunnac et al. 2004 
pSC154 pET-26b(+)-derived vector with the cyaA′ gene used for translational fusion constructs, Kmr Cunnac et al. 2004 
pPR45 pXCSG-Strep (Witte et al. 2004)-derived plasmid that contains the GALA6 gene (Angot et 
al. 2006) 
P. Remigi (LIPM France) 
pGMI3623 pLAFR6 carrying a 2.08-kb HindIII-KpnI fragment containing the popP1 gene Lavie et al. 2002 
pMP25 pMDC32-derived plasmid that contains the full-length avrA gene, amplified with primers 
avrA-START and avrA-STOP 
This study 
pMP26 pMDC32-derived plasmid that contains the truncated avrA gene from the 32nd codon to 
the stop codon, amplified with primers avrA-32 and avrA-STOP 
This study 
pMP28 pMDC32-derived plasmid that contains the truncated avrA gene from the 50th codon to the 
stop codon, amplified with primers avrA-50 and avrA-STOP 
This study 
pMP103 pAM-PAT-P35S-GW-CFP–derived plasmid that contains the popP1 gene, amplified with 
primers AttB1-PopP1 and AttB2-PopP1 
This study 
pSC163 pLAFR6-derived plasmid that contains a polymerse chain reaction (PCR) fragment 
corresponding to avrA1-99, amplified with primers AvrA1 and AvrA2 and fused to cyaA′ 
This study 
pSC177 pLAFR6-derived plasmid that contains a PCR fragment corresponding to avrA1-1, 
amplified with primers AvrA1 and AvrA5 and fused to cyaA′ 
This study 
pSC178 pLAFR6-derived plasmid that contains a PCR fragment corresponding to avrA1-30, 
amplified with primers AvrA1 and AvrA6 and fused to cyaA′ 
This study 
pSC179 pLAFR6-derived plasmid that contains a PCR fragment corresponding to avrA1-58, 
amplified with primers AvrA1 and AvrA7 and fused to cyaA′ 
This study 
pSC222 pLAFR6 containing the avrA gene on a 967-bp PCR fragment  amplified with primers 
AvrA-CplF and AvrA-CplR 
This study 
a Spcr, Tcr, Gmr, Rifr, Cbr, Kmr, and Ampr, = resistant to spectinomycin, tetracycline, gentamycin, rifampicin, carbenicillin, kanamycin, and ampicillin. 
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ml for N. tabacum) of a suspension containing 108 cells per 
milliliter. Assays were made with 10 plants for each bacterial 
strain and were repeated three times. The plants were incu-
bated in a growth chamber at 28°C (16 h of light, 8 h of dark). 
Disease development was scored daily, using a disease-index 
scale ranging from 0 to 4, according to the percentage of 
wilted leaves (0 = no wilt, 1 = 1 to 25%, 2 = 26 to 50%, 3 = 51 
to 75%, 4 = >75%). 
Production of R. solanacearum concentrated supernatants. 
To test the secretion of AvrA in GMI1000, GRS99, 
IPO1609, Molk2, and AW1 strains, the bacteria were grown in 
minimal medium supplemented with 10 mM glutamate, 10 
mM sucrose, and 100 μg of Congo Red per milliliter, to reach 
an optical density at 600 nm (OD600) of approximately 1.0. After 
centrifugation (4,000 rpm, 10 min), 1 ml of supernatant was 
filter-sterilized through a 0.45-μm syringe filter and was pre-
cipitated overnight on ice by adding 1 ml of a cold 25% tri-
chloroacetic acid solution. After centrifugation (13,000 rpm, 
15 min, 4°C), the supernatant was washed twice with a cold 
10% acetone solution and was dried at room temperature. The 
pellet was resuspended in Laemmli buffer and was analyzed 
by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-PAGE) electrophoresis and immunoblotting. 
A. tumefaciens–mediated expression  
of proteins in plant cells. 
Tobacco leaves were infiltrated with A. tumefaciens 
GV3101::pMP90 containing pMP25, pMP26, or pMP28 (a 
CaMV 2x35S::avrA construct) or with A. tumefaciens GV3101:: 
pMP90RK containing pMP103 (a CaMV 2x35S::popP1-CFP 
fusion) or pPR45 (a CaMV 2x35S:GALA6-strep fusion). Agro-
bacteria were grown overnight in LB medium containing appro-
priate antibiotic selections. Cells were pelleted at 4,000 rpm, 
were resuspended in infiltration medium (10 mM MgCl2, 10 
mM morpholineethanesulfonic acid, and 150 μM acetosyrin-
gone), and were incubated for 2 h at room temperature. Resus-
pended cells were infiltrated into leaves of 4-week-old Nico-
tiana plants at an OD600 = 0.4 with a 1-ml needleless syringe. 
The infiltrated plants were incubated in growth chambers for a 
16-h day at 20°C. After infiltration (48 h), three disks (7 mm) 
of Nicotiana benthamiana leaves expressing the proteins of 
interest were homogenized in Laemmli buffer, in order to be 
analyzed by Western blotting. 
Production of an AvrAGMI1000 antibody. 
The avrAGMI1000 gene was cloned into expression vector 
pTH19 (Daenke et al. 2008), which provides an N-terminal 
His6 tag. Recombinant AvrA protein was produced in E. coli 
BL21 (DE3) cells as an insoluble protein after induction with 
1 mM isopropyl-β-D-thiogalactoside. Cells were lysed by soni-
cation in 50 mM Tris HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.1 mg of 
lysozyme per milliliter of protease inhibitor cocktail (com-
plete; Roche, Branchburg, NJ, U.S.A.). After centrifugation, 
the pellet was solubilized with 8 M urea. The lysate was 
loaded onto a NiNTA column (Qiagen, Basel, Switzerland) 
preequilibrated with 50 mM Tris HCl, pH 7.4, 250 mM NaCl, 
6 M urea, and 5 mM imidazol. After washing with 10 mM imi-
dazol, AvrA was eluted with 250 mM imidazole. Fractions 
containing the eluted protein were pooled and dialyzed in 50 
mM Tris HCl, pH 7.4, 250 mM NaCl, 6 M urea, and 10% 
glycerol. This preparation was used to immunize rabbits. 
AvrA detection by Western blotting. 
Immunodetection of AvrA proteins was performed by loading 
the samples on SDS-PAGE gels (NuPAGE 4 to 12% bis-tris 
gel; Invitrogen). Proteins were transferred to Protran BA85 
nitrocellulose transfer membranes (Whatman, Dassel, Ger-
many). AvrA proteins were detected using a 1/3,000 dilution 
ratio of the AvrAGMI1000 rabbit polyclonal antibody. Goat anti-
rabbit antibody conjugated with horseradish peroxidase was 
used as secondary antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, U.S.A.) and was detected by using the chemilumi-
nescent HRP substrate (Immobilon Western, Millipore, Bed-
ford, MA, U.S.A.). 
Gene expression studies. 
For transcriptome analysis, the R. solanacearum whole-
genome DNA microarray was used (Occhialini et al. 2005). 
RNA extraction, probe labeling, microarray hybridization, sig-
nal quantification, and data analysis were performed as ex-
plained elsewhere (Occhialini et al. 2005). RNAs were extracted 
from cultures grown to OD600 = 0.8 in MM and the GMI1000 
strain was always used as a reference condition. For each ex-
perimental condition, at least two RNA preparations from 
independent cultures were used, and a minimum of four hy-
bridizations were performed, swapping dye labeling. Levels of 
significance were determined by a P value < 0.05 in Student’s 
t test. 
The RSc0609-lacZ fusion was created as previously described 
(Cunnac et al. 2004), using the insertion plasmid pCZ367 in 
which an internal fragment of the gene was cloned after PCR 
amplification using primers 4832Xb and 4832Hin. β-galactosi-
dase assays were performed as described previously (Lavie et 
al. 2002). 
CyaA′-based translocation assays. 
The procedures for the adenylate cyclase assay were previ-
ously described in Schechter and associates (2004) and Cunnac 
and associates (2004). Briefly, strain GMI1000 and derivatives 
carrying plasmids were cocultivated with Arabidopsis thaliana 
cells or infiltrated into N. tabacum leaves. Samples were har-
vested 7 h later, were transferred into Eppendorf tubes, and 
were immediately frozen in liquid nitrogen. For cAMP extrac-
tion, samples in Eppendorf tubes were kept frozen while grind-
ing by shaking with 2-mm tungsten beads in a Qiagen Mixer 
Mill MM300 for two runs of 2 min at 30 Hz. Samples were 
stored at –80°C before cAMP quantification. Protein concen-
tration was assessed with the Bio-Rad (Munich, Germany) 
protein assay kit. cAMP levels were monitored with a cAMP 
enzyme immunoassay kit (Biotrak; Amersham Pharmacia Bio-
tech, Uppsala, Sweden), according to the manufacturer’s in-
structions. 
To test the secretion of the AvrA-CyaA′ fusion proteins, cel-
lular fractions and concentrated supernatants were produced as 
described (Cunnac et al. 2004). Immunodetection of CyaA′ fu-
sion proteins was performed using a monoclonal mouse antise-
rum against adenylate cyclase (courtesy of N. Guiso, Institut 
Pasteur, Paris) as described by Cunnac and associates (2004). 
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Supplementary Fig. 1. Some hrp gene mutants have distinct abilities to
inject AvrA in plant cells. Translocation of AvrA1-99–CyaA’ expressed in R. 
solanacearum strains defective for genes of the hrp cluster. The hrpD, 
hrpH, hrpJ, and hpaP non-polar mutants display intermediate (delayed /
partial) phenotypes after interaction with plants (i.e., wilting symptoms on
tomato and HR elicitation on N. tabacum) and for secretion of the PopA 
effector but they still assembled Hrp pili (Van Gijsegem et al. 2002).
cAMP measurement data (mean and standard deviation) are reported on
the histogram. Values are derived from quantification of cAMP in N. 
tabacum leaf discs obtained from three replicate infiltrations of a single
bacterial strain. The autoradiograph from immunoblot analysis of AvrA1-99-
CyaA' protein fusion in cellular lysates is reproduced underneath. Lane
labels correspond to the gene mutated in the assayed bacterial strains. The 
asterisk denotes a polar mutation. 
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Table 1. avrA and the four immediate downstream genes are under the transcriptional control of hrpB. 
A. Results from transcriptomic analyses: for each gene the ratio (expressed as a log2 value) of transcription 
between the two strains compared is given together with the corresponding p value of the Student t-test. The hrpB 
hrpG mutant strain GMI1778, the hrpB mutant strain GMI1525, the hrpB over-expressing strain (HrpB++) GMI1728 
and the hrpG over-expressing strain (HrpG++) GMI1000/pBBL12 are compared to the wild-type (wt) strain 
GMI1000. nda, no data available. 
 hrpB hrpG / wt     hrpB / wt   HrpB++ / wt HrpG++ / wt 
 ratio p ratio p ratio p ratio p 
avrA -6.20 0.01 -7.38 0.00 6.84 0.00 3.70 0.00 
RSc0609 nda nda -4.65 0.02 1.56 0.00 2.32 0.00 
RSc0610 -1.43 0.01 nda nda 1.25 0.00 1.62 0.00 
RSc0611 -1.46 0.04 -0.98 0.03 0.91 0.00 2.41 0.00 
RSc0612 nda nda nda nda 1.41 0.01 nda nda 
RSc0613 -0.66 0.03 nda nda -0.88 0.01 0.78 0.00 
 
B. β-galactosidase activity of strains carrying lacZ transcriptional fusion in gene RSc0609 and effect of hrpB and 
avrA disruptions. Plasmid pAM5 is a hrpB over-expressing plasmid (Guéneron et al. 2000). Assays were 
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a Restriction sites sequences introduced for subsequent cloning of PCR products are 


















3.1 AvrA et PopP1 : deux effecteurs qui rendent la souche GMI1000 
avirulente sur tabac 
 
 Nous avons donc identifié, parmi les 74 effecteurs de R. solanacearum 
GMI1000, deux ET3 qui sont responsables de l'avirulence de cette souche sur trois 
espèces de tabac. Cela montre d'une part que la souche GMI1000 est parfaitement 
armée pour faire flétrir le tabac ; elle possède tous les facteurs de virulence 
nécessaires ce qui n'est peut-être pas le cas de la souche AW1.  
D'autre part, cela indique que AvrA et PopP1 sont reconnus par le système 
immunitaire de N. tabacum, N. benthamiana et N. glutinosa. Nous avons pu 
montrer des différences dans la capacité de chaque plante à répondre à la présence 
de ces effecteurs. N. tabacum et N. benthamiana reconnaissent plus efficacement 
AvrA que PopP1 tandis que l'inverse est vrai pour N. glutinosa. Cette observation 
serait compatible avec l'existence de systèmes de reconnaissance similaires chez  
N. tabacum et  N. benthamiana mais qui seraient différents de ceux de N. glutinosa.  
PopP1 est reconnu à la fois par le pétunia (Lavie et al., 2002) et par 3 espèces 
du genre Nicotiana. Il est donc possible que la protéine R correspondante soit 
largement distribuée au sein des solanacées.  Il serait donc intéressant d'identifier ce 
gène R en vue d'une éventuelle application pour conférer la résistance à R. 
solanacearum. Il en est de même pour le gène R correspondant à avrA ; étant donné 
que cet ET3 est très conservé au sein de l'espèce R. solanacearum, le gène R 
correspondant pourrait permettre de rendre les plantes résistantes à de nombreuses 
souches de R. solanacearum.  L’identification de ces gènes, ainsi que des gènes 
impliqués dans la mise en place de ces HR, pourrait ainsi être entreprise par la 
technique VIGS (Virus-induced gene silencing), dont l’efficacité est démontrée chez 
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3.2 AvrA et PopP1 : un exemple de redondance au sein des ET3.  
 
 AvrA et PopP1 illustrent une forme de redondance fonctionnelle dans le cadre 
de l'avirulence (Figure 25). Tant qu'un de ces deux effecteurs est présent dans la 
souche GMI1000, celle–ci est incapable de faire flétrir N. tabacum ; les simples 
mutants ne présentent pas de phénotypes différents de la souche sauvage. En ce 
qui concerne l'élicitation de la HR, le simple mutant popP1 se comporte comme la 
souche GMI1000 sur N. tabacum et N. benthamiana, alors que le simple mutant avrA 
élicite une HR avec la même intensité que la souche GMI1000 sur N. glutinosa. On 
n'observe donc pas de phénotypes particuliers chez ces simples mutants alors que 
les gènes mutés sont impliqués dans l’élicitation de la HR. L'effecteur restant est 
suffisant au déclenchement d'une HR de type sauvage. La redondance de leur 
fonction d'avirulence, c'est-à-dire le fait que ces deux effecteurs élicitent des 
défenses spécifiques de la plante qui culminent en la HR, expliquent l'absence de 
phénotypes des simples mutants.  
Cette absence de phénotype est également vraie en ce qui concerne la 
virulence de R. solanacearum ; la grande majorité des simples mutants dépourvus 
d'un ET3 ont un pouvoir pathogène identique à la souche sauvage. Cela est 
probablement du au fait que plusieurs ET3 remplissent la même fonction, en altérant 
par exemple la même voie végétale ; la perte d'un ET3 ne suffit donc pas à la perte 
de cette fonction. Etant donné cette redondance entre les ET3, on peut se demander 
s'il existe, en plus d'AvrA et de PopP1, d'autres ET3 capables d'être reconnus par le 
tabac.  
 
Y-a-t'il d'autres gènes d'avirulence sur tabac dans la souche GMI1000 ? 
Autrement dit reste-t-il dans le double mutant avrA popP1 des effecteurs 
capables d'éliciter des réponses de défense chez le tabac ? D'après nos tests, la 
réponse à cette question est négative ; en effet, la perte d'AvrA et PopP1 suffit à 
perdre la capacité à éliciter la HR et à rendre la souche GMI1000 pathogène sur 
tabac. Cependant, bien que ces deux observations soient vraies dans la majorité des 
tests que nous avons effectués, on peut parfois observer dans des conditions de 
forte concentration en inoculum bactérien une HR résiduelle suite à l'infiltration du 
double mutant avrA popP1. Il est également arrivé que certains plants de tabac ne 
flétrissent pas suite à l'inoculation du double mutant avrA popP1. On peut donc se 
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Figure 25. La redondance fonctionnelle entre deux effecteurs peut empêcher 
l’apparition de phénotypes.
N. tabacum et N. benthamiana reconnaissent plus efficacement AvrA que PopP1 ; 
AvrA est alors le déterminant majeur de la HR ; il élicite à lui seul une HR d’intensité
pouvant être considérée comme maximale. Dans un mutant avrA, la reconnaissance 
de PopP1 conduit à une HR plus faible d’où la HR partielle élicitée par mutant avrA. 
Dans le mutant PopP1, la présence d’AvrA suffit à éliciter une HR non distinguable de 
la HR élicitée par la souche sauvage. La HR élicitée par AvrA masque donc celle 
induite par PopP1. Chez N. glutinosa, l’inverse se produit : PopP1 est le déterminant 
majeur de la HR et masque la HR élicitée par AvrA. 
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demander si, dans certaines conditions (état physiologique de la plante, conditions 
environnementales, etc.), il ne reste pas dans ce double mutant des effecteurs 
capables de déclencher l'ETI. Cette hypothèse peut être confortée par le fait que 
l'expression transitoire de plusieurs ET3 de R. solanacearum conduit à une nécrose 
de type HR sur tabac. En effet, en plus d'AvrA et PopP1, 4 ET3 élicitent une nécrose 
de type HR sur les 3 espèces du genre Nicotiana que sont N. tabacum, N. 
benthamiana et N. glutinosa et 5 ET3 provoquent spécifiquement une nécrose sur N. 
benthamiana (AC Cazalé-Noël, communication personnelle). Certains de ces ET3 
sont peut-être responsables de la HR parfois élicitée par le double mutant avrA 
popP1. Cependant il est probable que la HR élicitée par la majorité de ces ET3 soit 
supprimée par d'autres ET3 de R. solanacearum GMI1000 étant donné que le double 
mutant avrA popP1 est très fortement affecté dans sa capacité à éliciter la HR. Il 
serait donc intéressant de tester la HR élicitée par des triples mutants dépourvus de 
AvrA, PopP1 et d'un des ET3 capables d'éliciter une nécrose en expression 
transitoire. Parallèlement, nous pourrions rechercher parmi les ET3 de la souche 
GMI1000 des suppresseurs de HR capables d'inhiber la HR provoquée suite à 
l'expression transitoire de certains ET3. 
 
Pour échapper à la reconnaissance de leurs ET3 par le système immunitaire 
végétal, les bactéries phytopathogènes ont acquis des ET3 supprimant l'ETI. Au 
regard du gène avrA, un moyen d'empêcher la reconnaissance R/Avr semble aussi 
consister en la modification de la séquence des gènes avr.  
 
3.3 Le gène avrA est la cible d'insertions génétiques  
 
La comparaison de la séquence du gène avrA de trois souches de R. 
solanacearum avec celle de avrAGMI1000 a révélé la présence de VNTR dans ces trois 
souches. Ces répétitions en tandem, de 12 paires de base chacune, débutent au 
codon 52 des gènes avrA des souches AW1, UW551 et Molk2 ; ce codon correspond 
au codon 45 de avrAGMI1000. Le nombre de répétions en tandem varie selon la souche 
; il y en a 6 dans avrAAW1, 10 dans avrAUW551 et 15 dans avrAMolk2, ces deux dernières 
souches étant phylogénétiquement très proches. Ce nombre est corrélé avec les 
effets de ces souches sur N. tabacum. En effet, les souches ayant le moins de VNTR 
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à savoir GMI1000 (aucun VNTR) et AW1 élicitent une HR et ne sont pas pathogènes 
tandis que UW551 et Molk2 provoquent la maladie. Nous avons d'autre part montré 
que la région de avrAGMI1000  comprise entre les codons 32 et 50 est impliquée dans 
l'élicitation de la HR. Il est donc possible que l'insertion des VNTR soit un moyen de 
masquer un domaine d'AvrA impliqué dans la reconnaissance de cet ET3 par le 
système immunitaire végétal.  
 
Quel est le rôle des VNTR ? 
Afin de mieux comprendre le rôle de ces VNTR, nous pourrions consolider la 
corrélation entre le nombre de répétitions et l'élicitation de la HR. Pour cela, il est 
envisageable de séquencer le gène avrA d'un grand nombre de souches et d'étudier 
le comportement de ces souches sur tabac.  
D'autre part, nous avons également fait exprimer de manière transitoire le 
gène avrAMolk2  chez le tabac ; de manière inattendue, AvrA Molk2 provoque une 
nécrose de type HR sur les plantes du genre Nicotiana (Figure 26). Cela peut 
paraître contradictoire avec le fait que la souche Molk2 elle-même n'élicite pas de 
HR. On ne peut exclure que cette souche possède parmi son répertoire d'effecteurs 
un ET3 capable de supprimer la HR induite par AvrA ; cet ET3 serait absent de la 
souche GMI1000. Cependant, il est également possible que la HR observée lors des 
expériences d'expression transitoire soit due à une forte expression qui diminue la 
spécificité de reconnaissance entre AvrA et la protéine R correspondante. En effet, 
on peut penser que le tabac possède une protéine R capable de reconnaître 
efficacement et spécifiquement AvrAGMI1000 mais incapable de reconnaître AvrAMolk2 
dans des conditions naturelles d'infection. Cette différence de reconnaissance 
pourrait être due à la présence de VNTR dans AvrAMolk2. Lorsque AvrAMolk2 est 
présent en fortes quantités dans les cellules de tabac, il est possible que la spécificité 
de reconnaissance diminue ce qui suffit à induire une HR. Un tel phénomène a déjà 
été observé chez X. campestris. En effet, la protéine de résistance Bs4 reconnaît 
spécifiquement l'effecteur AvrBs4 ; elle n'induit pas de réponses de défense en 
présence de AvrBs3 bien que celui-ci partage 96,6% d'identité avec AvrBs4 (Ballvora 
et al., 2001; Pierre et al., 2000; Schornack et al., 2006). Cependant, l'expression 
constitutive in planta de avrBs3 sous contrôle d'un promoteur fort élicite une HR 
dépendante de Bs4 (Schornack et al., 2004). Pour éclaircir l'interprétation de nos 






Figure 26. L’expression transitoire de AvrAMolk2 élicite une HR
L’infiltration de la souche d’A. tumefaciens contenant pMP100 (AvrAMolk2) 
conduit à l‘apparition d’une nécrose de type HR sur N. tabacum et N. 
benthamiana. 
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le gène avrAMolk2 afin de s'affranchir de l'artéfact pouvant être causé par la 
surexpression. D'autre part, afin de tester le rôle des VNTR, nous pourrions 
construire un mutant avrA de R. solanacearum GMI1000 en y introduisant des VNTR 
ou, à l'inverse, un mutant avrA de la souche Molk2 en y délétant les VNTR. Si les 
VNTR conditionnent la spécificité de reconnaissance chez le tabac, alors le mutant 
de GMI1000 devrait être affecté dans sa capacité à éliciter la HR et le mutant de 
Molk2 devrait acquérir la capacité à éliciter la HR.   
 
En conclusion, l'insertion des VNTR se produit dans une région impliquée 
dans l'élicitation de la HR ; cela suggère que ces VNTR modulent la fonction 
d'avirulence d'avrA bien que cela reste à démontrer. Il est intéressant de noter que le 
gène avrA n'est pas le seul gène codant pour un ET3 à être la cible de VNTR dans le 
génome de R. solanacearum. 
 
Présence de VNTR dans deux gènes codant pour des ET3 de la souche GMI1000 
Les VNTR sont présents dans les gènes RSp1218 et RSp0215 de la souche 
GMI1000. RSp1218 code pour un ET3 de fonction inconnue possédant un domaine 
de répétitions "ankyrine" connu pour être impliqué dans des interactions de type 
protéine-protéine. L'insertion des VNTR se produit dans la région promotrice de ce 
gène entre la boîte hrpII  et le codon d'initiation de la traduction (Figure 27A). Les 
répétitions de 9 paires de bases chacune sont au nombre de 15. Ces VNTR sont 
absents dans les gènes homologues des souches Molk2 (RSMK03290) et IPO1609 
(RSIPO4247). Leur insertion dans le gène RSp1218 de GMI1000 résulte en une 
augmentation de 105 paires de base de la distance entre la boîte hrpII  et le codon 
d'initiation de la traduction. Ils modulent donc peut-être le niveau de transcription ou 
la stabilité de l'ARN messager. D'autre part, dans la souche GMI1000, le gène 
RSp1218 est la cible d'une IS qui interrompt la phase ouverte de lecture. Selon les 
prédictions bioinformatiques, la protéine produite par GMI1000 aurait une taille de 
165 acides aminés alors que celles produites par les souches Molk2 et IPO1609 
contiendraient respectivement 793 et 791 acides aminés. Le gène RSp1218 est 
donc, comme avrA, la cible d'insertion d'ADN et d'éléments mobiles.  
Un autre gène, RSp0215 codant pour un ET3 de la famille HLK (HLK2) 
possède des VNTR. Il s'agit ici de répétitions de 9 paires de base dans la phase 
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6 types de répétitions : 
B.
Figure 27. Structure des VNTR dans les gènes RSp1218 (A) et RSp0215 (B)
A. Chaque type de répétition est encadré d’une certaine couleur. Les 3 types de 
répétitions sont alignés et les nucléotides conservés sont en rouge. "Init. trad." 
désigne le codon d’initiation de la traduction.
B. Le type de répétition le plus fréquent est encadré en vert ; les autres types sont 
uniques et encadrés en noir. La séquence protéique codée par les VNTR est 
indiquée au-dessus de l’alignement et celle codée par la partie correspondante du 
gène de Molk2 et IPO1609 est indiquée en dessous de l’alignement.
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dans les gènes homologues de Molk2 (RSMK04916) et IPO1609 (RSIPO04317) ; 
dans la souche GMI1000, l’insertion des VNTR se substitue à une région codante 
présente dans les gènes des autres souches. Les VNTR présents dans le gène 
RSp0215 de la souche GMI1000 modifient donc une partie de la séquence 
protéique, ce qui influe potentiellement sur la fonction (encore inconnue) de cet ET3.  
 
Les gènes codant pour les ET3 peuvent donc être la cible d'insertions de 
VNTR. Cela doit permettre à R. solanacearum de faire évoluer ses ET3 pour 
acquérir de nouvelles fonctions de virulence ou, comme on le suppose dans le 
cas d'avrA, pour échapper à la reconnaissance R/Avr. Un moyen plus simple 
d'empêcher cette reconnaissance serait de perdre le gène ou d'y introduire une 
mutation perte de fonction. L’intérêt de l'insertion de VNTR est de permettre 
potentiellement une réversion rapide. Une autre particularité des VNTR est de 
conserver la phase de lecture et donc de ne vraisemblablement pas induire une 
perte de fonction totale dans le cas d’une protéine possédant des domaines 
fonctionnels distincts. Ainsi la partie de la protéine AvrA en aval des VNTR reste 
inchangée. Cela suggère donc qu'en plus de la fonction modifiée par les VNTR, le 
gène avrA possède au moins une autre fonction importante pour la bactérie, 
probablement une fonction de virulence. Cette hypothèse est soutenue par une 
étude récente qui montre que AvrA est un ET3 important dans les phases précoces 
de l'infection (Turner et al., 2009). 
 
3.4 AvrA est un facteur de virulence sur Medicago truncatula  
 
R. solanacearum GMI1000 est capable d'infecter la légumineuse modèle 
Medicago truncatula (Vailleau et al., 2007). Au niveau de l'extrémité racinaire, R. 
solanacearum provoque des symptômes dépendants du SST3 tels que l'arrêt de la 
croissance racinaire et la perte de viabilité des cellules de l'épiderme. Puis la bactérie 
colonise les cellules corticales et atteint les vaisseaux racinaires ce qui conduit, à 
terme, aux symptômes classiques de flétrissement foliaire (Turner et al., 2009). Un 
mutant avrA présente une agressivité très diminuée sur M. truncatula : il provoque 
des symptômes de flétrissement foliaire sur 5 fois moins de plantes que la souche 
sauvage et il est affecté dans sa capacité à produire des symptômes racinaires. 
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L'effecteur AvrA est important pour les étapes de colonisation des cellules racinaires 
corticales et vasculaires ; d'une part, il ne pénètre dans les racines que de 18% des 
plantes alors que la souche sauvage entre dans l'extrémité racinaire de toutes les 
plantes et, d'autre part, il atteint les vaisseaux racinaires de seulement 4% des 
plantes alors que la souche sauvage colonise les vaisseaux de la moitié des plantes 
(Figure 28) (Turner et al., 2009). L'effecteur AvrA est donc un facteur de 
virulence important pour les phases précoces de l'infection de M. truncatula. 
Lorsque la bactérie a atteint le xylème, AvrA ne semble pas jouer un rôle dans le 
développement des symptômes foliaires étant donné que l'inoculation du mutant 
avrA sur des racines coupées conduit à une cinétique de flétrissement similaire à 
celle de la souche sauvage (Figure 28) (Turner et al., 2009).   
 
L'effecteur AvrA est donc nécessaire au processus infectieux de R. 
solanacearum sur M. truncatula. Cela est en accord avec le modèle selon lequel les 
gènes d'avirulence sont maintenus au cours de l'évolution car ils promeuvent la 
maladie sur d'autres plantes (Stavrinides et al., 2008). D'autre part, ce constat 
montre que la perte d'avrA serait délétère pour R. solanacearum en réduisant 
fortement son agressivité sur certaines plantes hôtes. Cela souligne l'intérêt pour la 
bactérie de diminuer le potentiel d'avirulence d'AvrA tout en conservant sa fonction 
de virulence ce qui est potentiellement réalisé par l'insertion des VNTR.  
 
3.5 L'évolution d'AvrA : une histoire en zigzag ? 
 
En conclusion, AvrA est responsable avec, PopP1, de l'avirulence de la 
souche GMI1000 sur trois espèces du genre Nicotiana. Il est également important 
pour la virulence de cette même souche sur la plante hôte M. truncatula. Le gène 
avrA est la cible d'insertions génétiques qui pourraient permettre à R. solanacearum 
d'empêcher le déclenchement de l'ETI sur les plantes résistantes tout en conservant 
son pouvoir pathogène sur d'autres plantes sensibles. L'ensemble de ces données 
nous permet de proposer un chemin évolutif hypothétique que pourrait avoir suivi 
l'effecteur AvrA au cours de la coévolution entre R. solanacearum et ses hôtes 
(Figure 29). Cette histoire évolutive pourrait illustrer le modèle en zigzag proposé 
Jones et Dangl (Jones and Dangl, 2006).  
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Figure 28. AvrA et Gala7 participent à l’infection racinaire et au 
développement de la maladie sur M. truncatula
L’analyse microscopique du processus infectieux de R. solanacearum 
sur M. truncatula a permis de mettre en évidence le rôle de deux ET3 
dans ce processus. AvrA et Gala7 sont en partie responsables des 
symptômes racinaires provoqués par R. solanacearum. Gala 7 est 
essentiel à l’entrée dans le cortex racinaire et AvrA participe aussi à 
cette entrée. AvrA est également impliqué dans la colonisation des 
vaisseaux racinaires. Sur des plantes aux racines coupées, AvrA ne 
semble pas contribuer au développement des symptômes foliaires 
contrairement à Gala7.
Légende : x, symptômes racinaires ; C, cortex ; V, vaisseaux ; ovale 
gris, R. solanacearum.  
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R. solanacearum aurait acquis, entre autres ET3, l'effecteur AvrA qui lui 
permet de pénétrer de manière efficace dans les racines des plantes et de les 
traverser afin d'atteindre le système vasculaire racinaire. Il contribue ainsi à l'ETS.  
Au cours de l'évolution, certaines plantes ont développé un système de détection 
d'AvrA conduisant à la mise en place de défenses spécifiques et donc à la résistance 
de ces plantes ou ETI. Les bactéries capables de contourner cette ETI en perdant ou 
en modifiant AvrA ont ensuite été avantagées, notamment  celles ayant conservé 
leur fonction de virulence sur d'autres plantes hôtes. Dans cette course aux 
armements, il est possible que les plantes aient à leur tour modifié et amélioré leur 
système de reconnaissance d'AvrA afin de détecter les protéines codées par les 
nouveaux allèles d'AvrA. Ce stade est peut-être atteint chez le tabac ce qui pourrait 
expliquer la HR observée suite à l'expression de AvrAMolk2 qui contient des VNTR. On 
peut imaginer qu'à terme la bactérie n'aura d'autre solution que de perdre AvrA, à 
condition que sa fonction de virulence puisse être accomplie par un nouvel effecteur.  
Figure 29. Modèle de l’évolution de l’effecteur AvrA
L’effecteur AvrA participe à l’ETS en contribuant à l’entrée de R. solanacearum
dans les racines. Certaines plantes ont acquis une protéine de résistance R1 
capable de reconnaître AvrA et de déclencher l’ETI. Les bactéries ont ensuite 
empêcher cette reconnaissance en modifiant la protéine AvrA grâce notamment 
à l’insertion de VNTR dans la séquence génique ; malgré ces modifications, 
AvrA conserve ses propriétés de virulence et permet à la bactérie de conserver 
sa virulence sur d’autres plantes hôtes. Les plantes ont ensuite modifié leur 
protéine de résistance ou en ont acquis une nouvelle permettant de reconnaître 
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CHAPITRE II.                                                 
Un effecteur de type III de R. solanacearum dirige                  







Un des enjeux de la recherche sur les effecteurs de type III consiste 
désormais à établir leurs fonctions moléculaires dans la cellule végétale et leur 
contribution au pouvoir pathogène. Dans ce contexte, parmi les 74 effecteurs 
candidats de la souche GMI1000, l’intérêt s’est porté sur l’un des seuls présentant 
des caractéristiques susceptibles de fournir des indications sur sa fonction. Cet 
effecteur candidat présente en effet des homologies de séquence avec une 
famille d’enzymes ayant une activité tréhalose-6-phosphate synthase (TPS). 
Les TPS synthétisent du tréhalose-6-phosphate (T6P) à partir de glucose-6-
phosphate et d’UDP-glucose. Dans le métabolisme, le tréhalose-6-phosphate est 
ensuite converti en tréhalose par une tréhalose-6-phosphate phosphatase (TPP) 
(figure 30). Le T6P et le tréhalose sont des disaccharides non réducteurs présents 
chez de nombreux organismes, des bactéries aux arthropodes en passant par les 
champignons et les plantes. Ces sucres ont des rôles biologiques variés et 
importants que nous allons maintenant détailler. Nous nous intéresserons 
particulièrement au métabolisme du tréhalose chez les plantes étant donné que 
l'effecteur de R. solanacearum étudié ici est destiné, par définition, à agir dans les 
cellules végétales.  
 
1.1 Le tréhalose : une source d'énergie et un sucre protecteur 
 
Le tréhalose est composé de 2 unités de glucose liées en α,α-1,1. C'est un 
dissacharide non réducteur stable et riche en énergie qui a différentes fonctions 
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Figure 30. Voie de synthèse du tréhalose
Cette voie comprend le transfert d’une unité de glucose depuis l’UDP-glucose 
vers le glucose-6-phosphate. Cette réaction, catalysée par une tréhalose-6-
phosphate synthase, conduit à la formation de tréhalose-6-phosphate. Ce 
dernier est ensuite déphosphorylé par une tréhalose-6-phosphate 
phosphatase. 
A. Représentation des réactions enzymatiques catalysées par les TPS et les 
TPP (D’après Iordachescu et al., 2008).
B. Représentation des molécules en projection cyclique d’Haworth 
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biologiques (pour revue : (Elbein et al., 2003)). Il peut être synthétisé par tous les 
organismes à l'exception des vertébrés.  
Il peut être utilisé comme source de carbone et d’énergie. Les niveaux de 
tréhalose varient en fonction du stade de croissance et de l'état nutritionnel de 
l'organisme considéré ainsi que des conditions environnementales. C'est un 
composant important des spores fongiques dans lesquelles il sert probablement de 
source de carbone et d'énergie ; en effet, son hydrolyse est un évènement majeur en 
début de germination (Gancedo and Flores, 2004; Thevelein, 1984). Chez les 
insectes, le tréhalose est présent en abondance dans l'hémolymphe, les muscles du 
thorax ainsi que les larves et pupes. Son niveau baisse rapidement au cours de 
certaines activités couteuses en énergie comme le vol (Becker et al., 1996).  
Grâce à ses caractéristiques physico-chimiques particulières, le tréhalose 
protège également l'intégrité des cellules contre différents stress. La capacité de 
plusieurs organismes à résister à la déshydratation est corrélée avec une synthèse 
importante de tréhalose. En l'absence d'eau, le tréhalose établit des liaisons 
hydrogènes avec les protéines ce qui empêche leur dénaturation (Crowe, 2007). Il 
maintient également la structure des membranes phospholipidiques en se mettant à 
la place des molécules d'eau (Crowe et al., 1984; Patist and Zoerb, 2005). Il permet 
ainsi à certains organismes de survivre à une dessiccation extrême et de rester en 
anhydrobiose pendant plusieurs années (Cesaro, 2006) ; cela est particulièrement 
impressionnant chez les plantes dites de la résurrection comme Selaginella 
lepidophylla (Wingler, 2002; Zentella et al., 1999). Pour les mêmes raisons, il protège 
aussi les biomolécules des effets de la chaleur et du froid (Kandror et al., 2002; 
Singer and Lindquist, 1998). Il a aussi un rôle protecteur vis-à-vis des radicaux 
oxygénés, de la pression, du stress salin et de l'hypoxie (pour revues : (Chen and 
Haddad, 2004; Elbein et al., 2003). Ce rôle général de protection attribué au 
tréhalose en fait un sucre utilisable par l'industrie en tant qu'excipient dans les 
produits pharmaceutiques, que stabilisateur dans la nourriture séchée et modifiée, et 
en tant que cryoprotecteur des vaccins et organes à greffer (Patist and Zoerb, 2005). 
Le tréhalose a aussi un rôle structural. Il est le point de départ de la synthèse 
de la chitine des insectes (Merzendorfer and Zimoch, 2003). Chez les mycobactéries 
et les corynébactéries, le tréhalose entre également dans la composition des 
glycolipides pariétaux (Lederer, 1976). Le plus connu est le cord factor de la paroi de 
Mycobacterium tuberculosis qui est un composé toxique responsable de la grande 
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imperméabilité de cette paroi, notamment vis-à-vis des antibiotiques (Brennan and 
Nikaido, 1995).  
Chez les plantes, hormis le cas particulier des plantes de la résurrection, le 
tréhalose est présent en très faible quantité (de 0,1 à 10 µM) ce qui empêche son 
utilisation en tant que source de carbone et d'énergie. Au contraire, un autre 
disaccharide non réducteur, le saccharose, y est présent en quantités beaucoup plus 
importantes (entre 1 et 1000 mM) (Paul et al., 2008). Ce dernier y est la principale 
source de carbone et d'énergie transportée. D'autre part, des oligosaccharides 
dérivés du saccharose (raffinose, fructanes…) et le saccharose lui-même sont 
utilisés comme composés protecteurs chez les végétaux (Hincha et al., 2002; Peters 
et al., 2007).  
En résumé, le tréhalose est un sucre largement répandu dans le monde 
vivant, utilisé comme source de carbone et d'énergie mais aussi comme agent 
protecteur par la plupart des organismes. Cependant il est absent chez les vertébrés 
et, étant donné les faibles quantités présentes chez les plantes, il est probable qu'il y 
joue des rôles spécifiques. 
 
1.2 Le tréhalose-6-phosphate : bien plus qu'un intermédiaire de synthèse  
 
 Comme nous venons de le voir, les fonctions du tréhalose sont connues 
depuis de nombreuses années mais l'importance du T6P fut longtemps sous-
estimée. Cependant, durant la dernière décennie, des travaux précurseurs chez la 
levure et chez les plantes ont conduit au consensus selon lequel le T6P serait une 
molécule signal chez ces organismes. 
 
1.2.1 La TPS de la levure contrôle l'influx du glucose dans la glycolyse 
 
Une découverte clé fut réalisée au début des années 1990 chez la levure ; il a 
été montré que la TPS de Saccharomyces cerevisiae contrôlait l'influx de glucose 
dans la glycolyse (Teusink et al., 1998; Thevelein and Hohmann, 1995) (figure 31). 
L'absence de TPS conduit à une absence de croissance sur glucose et fructose. 
Cette inhibition de croissance est associée avec une dérégulation des étapes 
initiales de la glycolyse : certains intermédiaires de la glycolyse (hexoses 
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monophosphates et fructose-1,6-biphosphate) s'accumulent alors que les niveaux 
d'ATP et de phosphate inorganique chutent (pour revue : (Gancedo and Flores, 
2004)).  
Le mutant tps reste par contre capable de croître en présence de galactose. 
Etant donné que les étapes du catabolisme de ces deux sucres sont identiques en 
aval du glucose-6-phosphate, l'absence de croissance sur glucose du mutant tps est 
probablement du à un défaut du transport et/ou de phosphorylation et/ou d'un 
système impliqué dans la perception du glucose (Figure 31). Il a été démontré que le 
T6P inhibe les hexokinases de S. cerevisiae (Blazquez et al., 1993) ; d'autre part, 
la délétion d'un gène codant pour une hexokinase restaure la croissance en glucose 
(Hohmann et al., 1993). Chez le mutant tps, l'absence d'inhibition de l'hexokinase 
conduirait à l'augmentation des dépenses en ATP qui dépasseraient alors les 
capacités de régénération par les étapes aval de la glycolyse. Cependant, 
l'expression d'une hexokinase insensible au T6P dans une souche de levure 
dépourvue d'activité hexokinase ne provoque pas un arrêt de la croissance en 
glucose ;  l'inhibition des hexokinases par le T6P n'est donc pas le seul mécanisme 
par lequel la TPS de S. cerevisiae contrôle l'influx de glucose dans la glycolyse 
(Bonini et al., 2003).  
Selon certains auteurs, il est difficilement concevable que les faibles quantités de 
T6P produite au sein du complexe enzymatique parviennent à inhiber l'activité de 
l'hexokinase in vivo (Thevelein and Hohmann, 1995). Un modèle est donc proposé 
suggérant l'existence d'un complexe de perception du glucose ; dans ce complexe, la 
TPS inhiberait elle-même le flux glycolytique en interagissant avec le transporteur du 
glucose et l'hexokinase. Il se pourrait aussi que de cette manière le T6P soit 
synthétisé sur son site d'action et puisse exercer une action inhibitrice (Thevelein and 
Hohmann, 1995). 
Il a également été proposé que la synthèse du tréhalose permette la production de 
phosphate inorganique qui serait ensuite utilisé, durant la glycolyse, par la 
glycéraldéhyde-3-phosphate déhydrogénase (Hohmann et al., 1993) (Figure 31). 
Cependant cette hypothèse est contredite par les phénotypes de différents mutants 
(pour revue : (Gancedo and Flores, 2004)) et par le fait que le taux du flux 
glycolytique dépasse largement celui de la formation de phosphates inorganiques 
par le métabolisme du tréhalose (François and Parrou, 2001). 
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Cycle de Krebs































Figure 31. Lien entre le métabolisme du tréhalose et la glycolyse chez la levure 
Saccharomyces cerevisiae
Le métabolisme du tréhalose est représenté en violet. La voie catabolique du 
galactose est indépendante de celle du fructose et du glucose qui font intervenir 
l’hexokinase (en rouge). Le T6P et, putativement TPS, inhibent l’hexokinase. Il existe 
d’autres mécanismes encore inconnus par lesquels TPS contrôle la croissance sur 
des sucres rapidement fermentables comme le glucose et le fructose. 
Abréviations : Gal, galactose ; Fru, fructose ; Glc, glucose ; Gly-3-P, glycéraldéhyde- 
3-phosphate ; HXK, hexokinase.
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 En résumé, chez la levure, le contrôle de la glycolyse par le métabolisme du 
tréhalose se fait en partie par l'inhibition des hexokinases par le T6P mais aussi par 
d'autres mécanismes qui ne sont pas élucidés à ce jour.  
 
1.2.2 Le T6P : un sucre essentiel chez les plantes  
 
L'absence de détection du T6P et du tréhalose chez la plupart des plantes par 
les techniques classiques a mené à l'idée que ce sucre devait avoir un rôle mineur 
dans la physiologie végétale et qu'il avait été remplacé par le saccharose. 
Cependant, depuis la fin des années 1990, différents travaux ont révélé l'importance 
du métabolisme du tréhalose chez les végétaux (pour revues : (Avonce et al., 2005; 
Eastmond and Graham, 2003; Eastmond et al., 2003; Paul, 2007; Paul et al., 2008; 
Ramon and Rolland, 2007; Schluepmann and Paul, 2009). Ainsi, les plantes 
mutantes ou transgéniques pour la synthèse du tréhalose présentent des 
phénotypes jusqu'alors jamais observés par la perturbation d'une voie 
métabolique.  
 
L'introduction, par transgénèse, de gènes du métabolisme du tréhalose 
conduit à de nombreux effets. Etant donné les propriétés de protection du tréhalose 
chez d'autres organismes, l'objectif de ces expériences était initialement d'améliorer 
la tolérance des plantes à différents stress abiotiques. En exprimant soit une TPS 
seule soit une TPS et une TPP de manière simultanée, il a été possible de générer 
des plantes plus résistantes à différentes conditions environnementales 
notamment à la sécheresse (Tableau 5). Ainsi, des plants de riz exprimant une 
fusion protéique entre la TPS et la TPP d'E.coli accumulent 3 à 10 fois plus de 
tréhalose que les plantes sauvages et présentent une meilleure résistance au sel et 
à la sécheresse (Garg et al., 2002). Cependant, d'autres plantes transgéniques 
présentent une tolérance à la sécheresse accrue sans pour autant avoir un contenu 
en tréhalose différent des plantes sauvages ; c'est notamment le cas des arabettes 
exprimant la TPS de S. cerevisiae ou surexprimant leur propre TPS (Avonce et al., 
2004; Karim et al., 2007). Il est donc possible que le tréhalose et/ou le T6P agissent 
plus en tant que signaux que molécules protectrices proprement dites, au moins 
chez certaines plantes.   
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Tableau 5. Phénotypes produits par la modification de la voie du tréhalose
Figure 32. Photos de plantes transgéniques exprimant des gènes du métabolisme 
du tréhalose d’ E. coli. Plants d’A. thaliana (A) et de N. tabacum (B) exprimant otsA (à
gauche) et otsB (à droite) (Paul et al., 2007) C. Plants de N. tabacum sauvage (à





végétale Enzyme introduite Phénotypes morphologiques Autres phénotypes Références
 Arabidopsis OtsA Feuilles petites et foncées (Schluepmann et al., 2003)
Plante buissonante (Kolbe et al., 2005)
Faible production de graines voire stérilité Augmentation du contenu en amidon
ScTPS1 Croissance retardée Tolérance à la sécheresse (Miranda et al., 2007)
Rosettes petites et foncées (Karim et al., 2007)
Faible production de graines voire stérilité 
AtTPS1 Tolérance à la sécheresse (Avonce et al., 2004)
Insensible au glucose et à l'ABA
AtTPS6 Rosettes de grande taille
Feuilles dentelées et dirigées vers le bas
Augmentation des ramifications des 
trichomes
 Tabac OtsA
Plantes de faible hauteur Diminution de la photosynthèse par plante (Pellny et al., 2004)
Croissance racinaire aberrante Tolérance à la sécheresse
Réduction de la senescence
ScTPS1 Croissance retardée Tolérance à la sécheresse
Stérilité partielle
Feuilles en forme de lance
AtTPS1 Aucun hormis petite taille Tolérance à la sécheresse, au stress osmotique et thermique
(Almeida et al., 2005; Almeida 
et al., 2007a)
 Pomme de   
terre OtsA Aucun (Goddijn et al., 1997)
ScTPS1 Tolérance à la sécheresse (Stiller et al., 2008)
Tomate ScTPS1 Feuilles rigides et foncées Tolérance à la sécheresse et à la salinité (Cortina et al., 2005)
Croissance racinaire aberrante
Arabidopsis OtsB Feuilles larges et claires Croissance des plantules inhibée sur glucose et 
saccharose
(Schluepmann et al., 2003)
Retard de la montée en graines Diminution du contenu en amidon (Kolbe et al., 2005)
Forte production de graines
Tabac OtsB Feuilles larges et claires (Pellny et al., 2004)
Croissance rapide et feuilles larges
Augmentation de la surface foliaire totale Augmentation de la photosynthèse par plante
Arabidopsis ScTPS1-ScTPS2 Aucun Tolérance à la sécheresse, congélation, salinité, chaleur (Miranda et al., 2007)
Tabac OtsA-OtsB Léger retard de croissance Tolérance à la sécheresse (Goddijn et al., 1997; Pilon-Smits et al., 1998)
ScTPS1-ScTPS2 Aucun Tolérance à la sécheresse (Karim et al., 2007)
Riz OtsA-OtsB Aucun Tolérance à la sécheresse, à la salinité, au froid (Garg et al., 2002; Jang at al., 2003) 
Pomme de 
terre OtsA-OtsB Croissance difficile et mort prématurée (Jang at al., 2003) 
● Introduction d'une TPS
Augmentation biomasse des plantules en 
glucose, fructose et surtout saccharose
Augmentation de la photosynthèse par unité de 
surface foliaire 
● Introduction d'une TPP
Feuilles petites, foncées, en forme de lance
● Introduction d'une TPS et d'une TPP
Aucun hormis délai de floraison d'1 à 2 
semaines
(Goddijn et al., 1997; Pilon-
Smits et al., 1998)
(Chary et al., 2006)
Diminution de la photosynthèse par unité de 
surface foliaire 
( Holmström at al., 1996; 
Romero et al., 1997; Lee et al., 
2003; Karim, et al., 2007)
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Parallèlement à l'amélioration de la résistance au stress, l'expression 
hétérologue des gènes tps d'E.coli et de S. cerevisiae provoque des anomalies 
de croissance, de développement et de métabolisme (Tableau 5 ; Figure 32). La 
surexpression de la TPS d'A. thaliana dans son propre fond génétique ne produit pas 
des effets aussi sévères bien qu'un retard de floraison soit observé (Avonce et al., 
2004). L'accumulation de niveaux élevés de T6P est probablement à l'origine de ces 
anomalies. En effet, l'expression d'une TPP en même temps qu'une TPS ne 
provoque généralement pas d'altérations de morphologie (Tableau 5). D'autre part, 
les plantes exprimant une TPS présentent souvent des phénotypes opposés à ceux 
des plantes exprimant une TPP. Ainsi, l'expression de la TPS d'E.coli chez 
Arabidopsis et le tabac entraine la formation de feuilles plus petites et plus foncées 
que celles des plantes sauvages. A l'inverse, l'introduction de la TPP d'E.coli chez 
ces mêmes plantes conduit à des feuilles plus larges et plus claires ce qui suggère 
que le contenu en T6P a un effet sur le développement foliaire (Goddijn et al., 1997; 
Pellny et al., 2004; Schluepmann et al., 2003). Chez le tabac, il a d'ailleurs pu être 
montré que la capacité de photosynthèse par unité de surface foliaire était 
directement corrélée avec le contenu en T6P (Paul et al., 2001; Pellny et al., 
2004). D'autre part, la croissance sur différents sucres ainsi que la synthèse 
d'amidon est augmentée dans les arabettes exprimant la TPS d'E.coli et inhibée 
dans les plantes exprimant la TPP (Kolbe et al., 2005; Schluepmann et al., 2003). Au 
cours du développement, le T6P est donc nécessaire à l'utilisation des sources 
de carbone disponibles et il est impliqué dans la synthèse de l'amidon. 
L'importance du T6P est soulignée par les phénotypes du mutant d'A. 
thaliana tps1 dépourvu de la TPS principale de cette espèce végétale (Figure 33) 
(Eastmond et al., 2002; Gomez et al., 2005; van Dijken et al., 2004). Les embryons 
de ces mutants ne forment pas de graines matures ; leur développement est arrêté 
au stade "torpille" au cours duquel les réserves s'accumulent et les cotylédons et le 
méristème primaire s'allongent (Figure 33A) (Eastmond et al., 2002). TPS1 semble 
nécessaire à l'embryon pour répondre à la forte augmentation de saccharose qui 
accompagne le développement embryonnaire ; en effet, la réduction du niveau de 
saccharose in vitro augmente l'expansion cellulaire et sauve partiellement le 
développement des embryons mutants. De plus, les embryons mutants accumulent 
de l'amidon de manière persistante alors que cette accumulation est seulement 




Figure 33. Phénotypes du mutant homozygote tps1
A. Embryon sauvage mature à gauche et embryon du mutant tps1 arrêté au stade 
torpille à droite. CE et EM désignent respectivement l’endosperme cellulaire et 
l’embryon. La barre d’échelle est de 100 µm. Les échantillons sont colorés au 
bleu de toluidine 
(Eastmond et al., 2002)
B et C. Mutant tps1 possédant le gène AtTPS1 sous contrôle d’un promoteur 
inductible. A gauche : en présence d’inducteur (expression de Attps1), les 
plantes ont une croissance végétative normale et la floraison a lieu. A droite : en 
l’absence d’inducteur (pas d’expression de Attps1), la croissance végétative est 
ralentie et les plantes restent au stade végétatif jusqu’à leur mort 
(van Dijken et al., 2004)
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divisions cellulaires dans les embryons tps1 est deux fois plus faible que dans les 
embryons sauvages et la paroi cellulaire est anormalement épaisse du fait de dépôts 
de pectine inappropriés (Gomez et al., 2006). L'arrêt de l'embryogénèse peut être 
levé grâce à un système d'expression dans lequel le gène tps1 est placé sous 
contrôle d'un promoteur inductible. Chez les plantes ainsi obtenues, l'absence 
d'expression de tps1 entraîne une diminution du méristème racinaire et de la 
croissance foliaire ; de plus, la transition vers la floraison n'a pas lieu (Figure 33B) 
(van Dijken et al., 2004). TPS1 joue donc un rôle essentiel durant tout le cycle de 
vie d'A. thaliana. Le métabolisme du tréhalose est également impliqué dans la 
floraison chez le maïs. En effet, un mutant déficient pour une enzyme TPP présente 
des inflorescences aux ramifications incontrôlées (Satoh-Nagasawa et al., 2006). Il 
est intéressant de noter que la floraison est un processus qui coïncide avec des 
modifications importantes du flux métabolique comme la mobilisation de l'amidon 
(Ramon and Rolland, 2007). 
 
L'ensemble de ces données, corrélé avec les faibles quantités de T6P 
présentes dans les plantes, suggère fortement que le T6P est une molécule signal 
qui agit en régulant le métabolisme des sucres durant le développement 
embryonnaire, la croissance végétative et la floraison. Il joue un rôle central 
dans la coordination du métabolisme avec le développement (Figure 34).  
Son mode d'action et de signalisation reste aujourd'hui à déterminer. Chez les 
plantes, la disruption de la voie de synthèse du tréhalose produit les mêmes profils 
métaboliques que chez la levure : lorsque le T6P est présent en faibles quantités, 
elles accumulent des intermédiaires phosphorylés et possèdent de faibles quantités 
d'ATP (Bonini et al., 2000; Pellny et al., 2004; Schluepmann et al., 2003; Van Aelst et 
al., 1993). Chez la levure, le T6P agit au moins en partie en inhibant les 
hexokinases. Ce n'est pas le cas chez les plantes dont les hexokinases sont 
insensibles au T6P (Eastmond et al., 2002; Kandel-Kfir et al., 2006). D'autres 
explications sont donc à rechercher pour expliquer cette convergence des profils 








Figure 34. Contexte fonctionnel du T6P chez les plantes
La régulation transcriptionnelle et post-traductionnelle des TPS et des TPP seraient 
un moyen de réguler les niveaux de T6P dans différents tissus et sous différentes 
conditions.  Le T6P régule le métabolisme des carbohydrates ce qui a des effets sur 
la photosynthèse, le développement, la tolérance aux stress etc.
(Schéma modifié à partir de Paul et al., 2007)
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1.3 La place du tréhalose-6-phosphate et du tréhalose dans le métabolisme  
 
Les plantes et les insectes ne possèdent qu'une seule voie de synthèse du 
tréhalose : celle ayant pour intermédiaire le T6P et faisant intervenir une TPS et une 
TPP. Cette voie est la plus répandue dans le monde vivant : elle est également 
présente chez les archées, les bactéries et les champignons. Il existe quatre autres 
voies de synthèse du tréhalose ; trois d'entre elles sont uniquement présentes chez 
les procaryotes (archées et eubactéries) et la quatrième est commune aux bactéries 
et aux champignons.  
 
Chez tous les organismes, le tréhalose peut être catabolisé par la tréhalase 
qui hydrolyse spécifiquement le tréhalose en 2 unités de glucose. Cette enzyme a 
probablement pour rôle de contrôler le taux de tréhalose cellulaire notamment après 
un stress. Bien que le tréhalose soit absent chez les vertébrés, ceux-ci possèdent 
une tréhalase qui leur permet de digérer le tréhalose contenu dans certains aliments 
comme les champignons et les crustacés (Richards et al., 2002).  
 
Comme nous l'avons déjà mentionné, le métabolisme du tréhalose est 
directement relié à la glycolyse. Chez les plantes dont la principale source de 
carbone est le saccharose, le glucose-6-phosphate ainsi que l'UDP-glucose sont 
issus du catabolisme du saccharose au cours de la glycolyse (Figure 35).   
Par ailleurs, la synthèse de tréhalose est également connectée avec 
l'anabolisme. En effet, le glucose-6-phosphate et l'UDP-glucose sont des molécules 
centrales du métabolisme à partir desquelles sont élaborées le saccharose et 
l'amidon mais aussi de nombreux composés comme les acides aminés, les acides 
gras ainsi que la cellulose et les polysaccharides pariétaux.  La synthèse du T6P et 
du tréhalose puise donc dans un pool de métabolites situé au cœur du métabolisme, 
mais, comme le T6P et le tréhalose ne sont pas des produits finaux majeurs chez les 
plantes, ils sont en marge du flux métabolique principal. De ce fait, leur synthèse et 
/ou leur dégradation peut agir comme un signal moléculaire sans perturber d'autres 
fonctions cellulaires.  Le T6P est donc parfaitement placé au sein du métabolisme 






































Figure 35. La place du métabolisme du tréhalose au sein du métabolisme 
végétal
Dans les tissus photosynthétiques ou tissus sources (flèches vertes), la fixation du 
CO2 conduit à la production de glycéraldéhyde-3-phosphate dans les chloroplastes. 
Ce dernier peut servir de substrat à la voie de biosynthèse de l’amidon. Il peut aussi 
être transporté dans le cytosol où il sera converti en saccharose. Le saccharose ainsi 
synthétisé peut être distribué à l’ensemble des autres tissus de la plante. Dans ces 
derniers, le saccharose est converti UDP-glucose puis en glucose-6-phosphate. Cet 
hexose entre ensuite dans la voie des pentoses phosphates ou de la glycolyse. Il 
peut également être transporté dans les chloroplastes où il servira de substrat à la 
voie de biosynthèse de l’amidon. La voie de synthèse du T6P et du tréhalose a pour 
substrats l’UDP-glucose et le glucose-6-phosphate et est donc située au cœur du 
métabolisme végétal.
Abréviations : Fru, fructose ; Glc, glucose ; T6P, tréhalose-6-phosphate ; Tré, 
tréhalose ; P, phosphate ; Gly-3-P, glycéraldéhyde-3-phosphate ; AGPase, ADP 
glucose pyrophosphorylase
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1.4 Les enzymes du métabolisme du tréhalose 
  
1.4.1 Une pléthore d'enzymes du métabolisme du tréhalose chez les 
plantes 
  
Chez les bactéries comme Escherichia coli, la TPS et la TPP sont 
respectivement appelées OtsA et OtsB (pour osmoregulatory trehalose synthesis) 
et sont codées par le même opéron (Figure 36A) (Giaever et al., 1988). R. 
solanacearum possède cet opéron dans son génome : les gènes otsA (RSp1105) et 
otsB (RSp1104) sont localisés sur le mégaplasmide. Chez la levure, la TPS dite 
ScTPS1 et la TPP dite ScTPS2 font partie d'un complexe avec deux autres 
protéines n'ayant pas d'activité catalytique : TSL1 et TPS3 (Figure 36A) (Bell et al., 
1998). Ces dernières auraient un rôle de stabilisation du complexe et de régulation 
((Bell et al., 1998) ; pour revue : (Gancedo and Flores, 2004)). Toutes les protéines 
du complexe possèdent des régions présentant des similarités avec TPS1. Bien que 
de très faibles quantités de tréhalose soient présentes chez Arabidopsis, les gènes 
du métabolisme du tréhalose y sont particulièrement nombreux (Leyman et al., 
2001; Lunn, 2007; Vogel et al., 2001).  
 
Les TPS végétales 
Neufs protéines sont homologues à des TPS chez le riz et onze chez 
Arabidopsis. En comparaison avec ScTPS1 et OtsA, les TPS d'Arabidopsis 
possèdent une extension C-terminale d'environ 400 acides aminés (figure 36).  Elles 
peuvent être classées en 2 groupes selon qu'elles présentent plus de similarité avec 
TPS1 ou TPS2 de S. cerevisiae (figure 36A et 36B). Le premier groupe comprend 
4 enzymes : AtTPS1-4 qui présentent de fortes homologies entre elles et avec 
ScTPS1. Les autres plantes à fleurs analysées à ce jour ne possèdent qu'un seul 
gène TPS de la classe I (Lunn, 2007). Les protéines du second groupe, AtTPS5-
11, contiennent à la fois un domaine TPS et un domaine TPP. Ce domaine TPP 
est situé dans l'extension C-terminale. Il est souvent considéré que les TPS de 
classe II ont un rôle de régulation. A l'heure actuelle, l'activité catalytique TPS n'a été 
démontrée que pour AtTPS1 et AtTPS6 (Blazquez et al., 1998; Chary et al., 2008) ; 
d'autres sont incapables de complémenter un mutant tps de levure (Vogel et al., 
2001).  
 96
  Résultats. Chapitre 2 
 
AtTPS1 est considérée comme la TPS majeure ; en effet, elle est exprimée 
dans tous les tissus d'A. thaliana (Schmid et al., 2005). Dans les cellules de garde, 
son expression est activée par l'acide abscissique (Leonhardt et al., 2004). Bien que 
catalytiquement active, elle possède un domaine N-terminal autoinhibiteur qui 
restreint l'activité in vivo (Van Dijck et al., 2002). L'expression d'AtTPS1 chez le tabac 
montre que cette protéine est localisée dans le cytoplasme (Geelen et al., 2007). 
Cependant, d'autres auteurs la trouvent principalement localisée dans la vacuole et 
la paroi, et, dans une moindre mesure, dans le cytosol ; elle est parfois détectée 
dans les chloroplastes et le noyau mais jamais dans les mitochondries (Almeida et 
al., 2007b). La présence de gènes TPS1 a été trouvée dans de nombreuses plantes 
non tolérantes aux stress (Goddijn and van Dun, 1999).  
AtTPS2-4 ne possèdent pas ce domaine N-terminal ; leur fonction est distincte 
de celle de AtTPS1 étant donné qu'elles ne compensent pas la mutation de Attps1 
(Eastmond et al., 2002). Elles ont probablement des fonctions particulières dans les 
graines et les siliques où elles sont spécifiquement induites.  
 
Les TPS de classe II, AtTPS5 à 11, sont exprimées dans toute la plante. Elles 
sont phosphorylées par les kinases dépendantes du calcium et par la kinase SnRK1 
(pour sucrose nonfermenting 1-related protein kinase) qui est le senseur majeur du 
stress et de la disponibilité en énergie (Baena-Gonzalez et al., 2007; Glinski and 
Weckwerth, 2005; Harthill et al., 2006). AtTPS5-7 interagissent avec les protéines 
14-3-3 lorsqu'elles sont phosphorylées (Harthill et al., 2006). La phosphorylation en 
des sites multiples des TPS pourrait permettre l'activation et l'inactivation de ces 
enzymes en réponse à différent signaux internes et externes. En accord avec le lien 
entre T6P et métabolisme, l'expression des TPS de classe II est régulée par des 
altérations métaboliques et la disponibilité en sucres (Ramon et al., 2009). 
L'expression d'AtTPS5 est induite par les sucres et réprimée par la carence alors que 
l'inverse est vrai pour AtTPS8-10 (Osuna et al., 2007; Schluepmann et al., 2004). 
AtTPS8 et AtTPS9 sont également induite par les cytokinines (Brenner et al., 2005; 
Ramon et al., 2009). AtTPS6, dont les activités TPS et TPP ont été démontrées chez 
la levure, contrôle la morphologie cellulaire, et la ramification des trichomes et des 




Figure 36. Les enzymes du métabolisme du tréhalose
A. Distribution des domaines TPS et TPP dans les différentes protéines du 
métabolisme du tréhalose d’E. coli, de S. cerevisiae (S.c.), de 
Selaginella lepidophylla (S.l.) et d’A. thaliana (A.t.). 
(D’après Leyman et al., 2001)
B. Les 22 gènes d’A. thaliana codant pour les enzymes du métabolisme du 
tréhalose. Les TPS de classe I sont plus similaires à la TPS de la levure 
alors que celles de classe II sont plus similaires à la TPP. Arabidopsis 
possède aussi une classe de protéines plus petites partageant des 
similarités restreintes avec la partie C-terminale de ScTPS2 mais 
possédant les motifs phosphatase conservés. 
(Ramon and Rolland, 2007)
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d'activité enzymatique ont échoué pour les autres TPS de classe II ce qui suggère 
plutôt un rôle de régulation (Ramon et al., 2009). 
 
Les TPP végétales 
Le riz possède neuf protéines homologues à des TPP et Arabidopsis en possède 
dix (AtTTPA à AtTPPJ) dont deux (AtTPPA et AtTPPB) ayant une activité 
enzymatique démontrée (figure 36A et 36B) (Vogel et al., 1998). Un fort contenu en 
T6P est corrélé avec une forte expression des gènes codant pour les TPP chez 
Arabidopsis (Schluepmann et al., 2004). Certaines TPP ont un peptide d’adressage 
aux organelles ce qui suggère qu'elles pourraient être chloroplastiques bien que 
d'autres sont probablement cytosoliques (Pramanik and Imai, 2005; Shima et al., 
2007).  
 
La tréhalase végétale 
Contrairement aux TPS et aux TPP, la tréhalase est codée par un seul gène 
chez Arabidopsis (figure 36B). Elle doit être nécessaire pour métaboliser le tréhalose 
produit dans certaines conditions. C'est une enzyme liée à la membrane plasmique 
dont le domaine catalytique est dirigé vers la paroi et dont l'activité est extracellulaire. 
La régulation des niveaux de tréhalose endogène semble donc nécessiter le 
transport du tréhalose en dehors de la cellule végétale (Frison et al., 2007).  
 
Il y a donc eu chez les plantes une prolifération des TPS et des TPP ce qui 
souligne l'importance du métabolisme du tréhalose chez les végétaux et suggère 
l'existence de fonctions nouvelles et régulatrices attribuables à ce métabolisme. Cela 
est conforté par le fait que l'expression des gènes codant pour les TPS et les TPP 
sont régulés par différentes stress et carences comme un faible approvisionnement 
en sucres ainsi que par d'autres signaux comme les cytokinines, les nitrates et l'acide 
abscissique (Figure 34). D'autre part, les niveaux de T6P semblent eux-mêmes 
réguler l'expression des TPS et des TPP chez Arabidopsis ce qui suggère l'existence 
d'un rétrocontrôle qui ajuste l'expression des gènes du métabolisme du tréhalose aux 
niveaux de T6P (Schluepmann et al., 2004). La régulation des quantités de T6P 
semble donc être primordiale chez les végétaux.  
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1.4.2 Structure tridimensionnelle des TPS 
 
Les TPS font partie de la famille des glycosyltransférases dont les membres 
catalysent la synthèse ou la dégradation de liaisons glycosidiques. Les TPS réalisent 
le transfert du groupement glucose de l'UDP-glucose (donneur) vers l'anomère α du 
glucose-6-phosphate (accepteur) pour former de l'α,α-1,1 T6P et de l'UDP. Elles 
agissent par un mécanisme de rétention ; en effet, elles maintiennent la configuration 
anomérique du donneur (UDP-glucose) qui possède une liaison α entre l'UDP et le 
glucose.  
La structure tridimensionnelle d'OtsA d'E. coli a été déterminée en complexe 
avec ses deux susbstrats (Figure 37) (Gibson et al., 2002; Gibson et al., 2004). 
Comme d'autres glycosyltransférases dépendantes d'un sucre activé, le repliement 
d'OtsA présente deux domaines relativement indépendants et disposés de manière 
opposée (Figure 37) (Gibson et al., 2002). Le domaine N-terminal (acides aminés 1 à 
225) est composé de 9 feuillets β et de 6 hélices α associées ; le domaine C-terminal 
(acides aminés 226 à 456) a une topologie similaire avec un feuillet β parallèle à 6 
brins et 7 hélices α. Le centre catalytique est situé à l'interface de ces deux domaines 
; les acides aminés interagissant avec l'UDP-glucose et le glucose-6-phosphate ont 
été identifiés (Figure 37). L'UDP-glucose interagit majoritairement avec des résidus 
du domaine C-terminal alors que le glucose-6-phosphate se lie surtout sur des 
acides aminés du domaine N-terminal.  
 
Durant la dernière décennie, l'importance du métabolisme du tréhalose chez 
les plantes a été révélée avec notamment la mise en évidence d'un rôle clé du T6P 
en tant que molécule signal. A l'heure actuelle, la communauté scientifique s'accorde 
à dire que le T6P joue un rôle central dans la coordination du métabolisme avec le 
développement (Paul, 2007; Paul et al., 2008). Dans ce contexte, il fut 
particulièrement intéressant de découvrir parmi les effecteurs de type III de R. 
solanacearum une protéine homologue à des TPS.  
Mes travaux de thèse se sont articulés autour de deux axes principaux : (i) la 
démonstration expérimentale de l'activité tréhalose-6-phosphate synthase de cet 
effecteur et (ii) l'étude de sa contribution au pouvoir pathogène de R. solanacearum 
ainsi que ses effets sur la physiologie végétale. 
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Figure 37. Structure tridimensionnelle d’OtsA d’E. coli
Les domaines N- et C- terminaux sont respectivement en vert et jaune. 
(D’après Eastmond and Graham, 2003)
Glucose-6-phosphate
UDP-glucose




2.1 R. solanacearum injecte dans les cellules végétales un effecteur de 
type III synthétisant une molécule signal chez les plantes 
 
2.1.1 Identification d’un ET3 candidat présentant des homologies avec 
les TPS 
 
Parmi le répertoire d’ET3 de la souche GMI1000, un candidat, codé par le gène 
RSp0731, présente de fortes homologies de séquence avec les protéines de la 
superfamille des glycosyltransférases ayant une activité TPS (Figure 38). Cette 
protéine de 557 acides aminés présente 39% d’identité et 56% de similarité avec 
OtsA d’E. coli qui code pour une TPS dont la structure tridimensionnelle a été 
déterminée (Gibson et al., 2002; Gibson et al., 2004). Le produit codé par le gène 
RSp0731 possède tous les résidus identifiés chez OtsA comme interagissant avec 
les deux substrats (UDP-Glucose et Glucose-6-phosphate) (Gibson et al., 2002; 
Gibson et al., 2004).  
Le gène RSp0731 d'une taille de 1674 paires de base est localisé sur le 
mégaplasmide à une centaine de kilobases du cluster hrp. Le gène voisin, RSp0732, 
code également pour un ET3 candidat ne présentant d'homologies avec aucune 
protéine de fonction connue ; un homologue de RSp0732 appelé HopAV1 est 
cependant présent chez P. syringae pv. phaseolicola. 
Le gène RSp0731 a été en premier lieu repéré comme possédant dans sa région 
promotrice la boîte régulatrice hrpII caractéristique des gènes HrpB-régulés (Cunnac 
et al., 2004a). Par la suite l’analyse du transcriptome de la souche GMI1000 visant à 
identifier l’ensemble des gènes hrpB-regulés a effectivement démontré que ce gène 
appartient au régulon HrpB (Occhialini et al., 2005). 
Au niveau structural, la différence majeure de la protéine codée par le gène 
RSp0731 par rapport aux autres TPS bactériennes est qu’elle possède une 
extension N-terminale de 77 acides aminés (Figure 38). Cette région N-terminale 
présente le biais de composition en acides aminés caractéristique du signal de 
translocation par le SST3 de R. solanacearum (Cunnac et al., 2004b). Ces 
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Figure 38. Alignement de RipTPS avec les séquences protéiques des TPS de 
R. solanacearum (RsOtsA), E. coli (EcOtsA), S. cerevisiae (ScTPS1), 
Magnaporthe grisea (MgTPS1) et A. thaliana (AtTPS1). 
Seul le domaine TPS de AtTPS1 est montré. RipTPS possède une extension N-
terminale de 77 acides aminés par rapport aux TPS procaryotes. La poche de 
liaison au glucose-6-phosphate est composée d’acides aminés interagissant avec 
ce substrat (traits roses) et d’acides aminés importants pour la conformation du 
site de liaison (traits bleus). Les traits verts indiquent les résidus interagissant avec 
l’UDP-glucose. Les acides aminés de la poche de liaison au glucose-6-phosphate 
qui sont mutés dans les versions mutants catalytiques de RipTPS sont encadrés 
en rouge. L’alignement a été réalisé avec le logiciel Multalin. 
Abréviations : Y, tyrosine ; W, tryptophane ; D, aspartate
Y154 W163
D208
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observations suggéraient donc que la protéine RSp0731 est une seconde TPS 
codée par le génome de la souche GMI1000 mais ayant pour destinée d’être injectée 
dans les cellules végétales au cours de l’infection.  
 
2.1.2 RipTPS est injectée dans les cellules végétales par le SST3  
 
Principe du test de translocation 
Afin de confirmer l’injection par le SST3 de cet ET3 candidat, nous avons 
utilisé le test de translocation basé sur le domaine adénylate cyclase de la 
cyclolysine de Bordetella pertussis (CyaA’) (Casper-Lindley et al., 2002; Sory and 
Cornelis, 1994). Il évalue la translocation par le SST3 d'une protéine de fusion 
constituée en N-terminal d'un ET3 dans son intégralité ou de son domaine putatif de 
translocation et en C-terminal du domaine CyaA'. La production d’AMPc par l’activité 
adénylate cyclase de CyaA’ dépend de la présence de calmoduline qui est une 
protéine eucaryote ; elle a donc exclusivement lieu lorsque le domaine CyaA' se 
trouve dans les cellules végétales. La détection d’AMPc indique donc que la protéine 
de fusion ET3-CyaA' a été transloquée dans les cellules végétales.  
 
Construction d'une fusion protéique RipTPS-CyaA' 
Nous avons amplifié la région promotrice - c'est-à-dire 509pb en amont du codon 
d'initiation de la traduction – ainsi que les 83 premiers codons de RSp0731. Ce 
fragment a ensuite été cloné dans le vecteur pSC266 afin de le placer en fusion 
traductionnelle avec le gène cyaA’ (Figure 39). Le plasmide pGG7 ainsi obtenu a été 
introduit, par un évènement de simple recombinaison, dans les génomes de la 
souche sauvage GMI1000 et de la souche mutante GMI1694 dépourvue du SST3. 
 
Les 83 acides aminés N-terminaux de RipTPS suffisent à son injection dans les 
cellules végétales par le SST3 
Nous avons ensuite testé la capacité de ces souches à injecter la protéine de 
fusion RSp07311-83–CyaA’ dans des cellules de N. tabacum en mesurant les niveaux 
d’AMPc produits. L’infiltration de la souche GMI1000/pGG7 induit une production 
d’AMPc, en moyenne, 72 fois plus élevée que la souche GMI1694/pGG7 (Tableau 
6). Ces résultats indiquent que la protéine de fusion RSp07311-83–CyaA’ est injectée 
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Figure 39. Représentation du plasmide pGG7.  
Tableau 6. Concentration en AMP cyclique (AMPc) mesurée chez 
N. tabacum après infiltration des souches indiquées de R. 
solanacearum. 
Chaque mesure correspond à la moyenne de trois répétitions ; les 
erreurs standard sont entre parenthèses. 
GMI1000+pGG7
GMI1694+pGG7





Concentration en AMPc 
(fmol/µg de protéines solubles)







lecture de la 
protéine de 
fusion
…..   GTC   GTG   GTG AGA   TCT CAG   CAA
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dans les cellules végétales de manière dépendante du SST3, démontrant ainsi que 
RSp0731 possède un signal de translocation fonctionnel contenu dans les 83 
premiers acides aminés de la protéine. Le gène RSp0731 code donc pour un ET3 
que nous avons appelé RipTPS pour Ralstonia injected protein trehalose-6-
phosphate synthase. 
 
2.1.3 RipTPS exerce une activité enzymatique Tréhalose-6-Phosphate 
Synthase 
 
Plusieurs approches ont successivement été entreprises afin de démontrer 
expérimentalement l’activité enzymatique de RipTPS : 
- Une première stratégie a visé à détecter la synthèse de T6P dans des tissus 
végétaux par des expériences d’expression transitoire de RipTPS à l’aide 
d’Agrobacterium tumefaciens dans des tissus de mésophylle de tabac. 
- Ensuite nous avons cherché à détecter la production de T6P dans une souche 
mutante de R. solanacearum pour le gène otsA (RSp1105) et de comparer cette 
activité avec une souche portant une double mutation ripTPS otsA. 
- Enfin, nous avons cherché à purifier la protéine RipTPS après clonage du gène 
correspondant dans plusieurs vecteurs d’expression, dans le but de mesurer la 
synthèse de T6P in vitro. 
Ces différentes approches, non décrites dans le manuscrit, se sont révélées 
infructueuses. En effet, les seuils de détection du T6P in planta ou chez R. 
solanacearum s’avèrent techniquement limitants ; il est possible que la production de 
T6P soit faible et transitoire. D'autre part, nous n'avons pas été en mesure de réaliser 
les tests enzymatiques in vitro car la protéine RipTPS s’est révélée insoluble malgré 
l’utilisation de différentes conditions d’expression et de différentes techniques de 
solubilisation de protéines.  
 Nous avons alors mené des expériences de complémentation fonctionnelle d’un 
mutant tps1 de levure en collaboration avec Jean-Marie François, Jean-Luc Parrou 
et Marie-Odile Loret (Laboratoire d'Ingénierie des Systèmes Biologiques et des 
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2.1.3.1 Principe de la complémentation fonctionnelle d'un mutant tps1 de 
S. cerevisiae 
 
Chez la levure S. cerevisiae, la délétion de tps1 entraîne l’absence 
d’accumulation de tréhalose et un défaut de croissance sur glucose et sur d’autres 
sucres rapidement fermentés comme le fructose (Thevelein and Hohmann, 1995). 
Ce mutant reste capable de croître en présence de galactose. L’expression du gène 
otsA d’E. coli dans un mutant tps1 de levure restaure la synthèse de tréhalose et la 
croissance sur glucose (Bonini et al., 2000). Nous avons donc voulu savoir si le gène 
ripTPS pouvait lui aussi complémenter le mutant tps1 de levure.  
 
2.1.3.2 Clonage dans le vecteur d'expression pVTU102gw 
 
Cette étude a été réalisée en clonant le gène ripTPS dans le vecteur de levure 
épisomique pVTU102gw dans lequel il est placé sous le contrôle du promoteur 
constitutif ADH1 (pour yeast alcohol dehydrogenase gene promoter) (Vernet et al., 
1987). Le plasmide pMP31 ainsi obtenu a été utilisé pour transformer le mutant tps1* 
de levure. Cette souche tps1* est une souche dérivée du mutant tps1 JF1476 ; elle a 
été générée au cours de nos expériences et son obtention est décrite en détail ci-
après (voir partie 2.2 des résultats). Les contrôles positifs utilisés sont une 
construction portant le gène otsA d’E. coli (pMP57) et la souche sauvage JF905 de 
levure. Le témoin négatif est le mutant tps1* transformé avec le vecteur vide. 
 
2.1.3.3 RipTPS restaure la croissance en fructose du mutant tps1* 
 
Pour savoir si RipTPS est capable de restaurer la croissance du mutant tps1* sur 
des sucres rapidement fermentés, nous avons suivi la croissance du mutant tps1* 
complémenté en présence de fructose. Après une première culture en galactose, les 
différentes souches sont cultivées en fructose ou en galactose (Figure 40). Toutes 
les souches se développent sur galactose. Le mutant tps1* transformé avec le 
vecteur vide ne pousse pas sur fructose. Le mutant tps1* transformé avec pMP31 
(RipTPS) a une croissance comparable à la souche sauvage et à la souche tps1*+ 
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Figure 40. Complémentation du défaut de croissance en fructose du mutant 
tps1* par RipTPS. 
Pour contrôle, les souches ont été mises en culture en galactose (à gauche). Sur 
chaque milieu, les levures ont été étalées, à des DO de 1, 0,5 , 10-1, 10-2, 10-3, de 






  Résultats. Chapitre 2 
pMP57 (OtsA). La protéine RipTPS restaure donc la croissance en fructose du 
mutant tps1* de manière comparable à la tréhalose-6-phosphate synthase d’E. coli. 
 
2.1.3.4 RipTPS restaure la synthèse de T6P du mutant tps1* 
 
Principe du dosage du T6P 
Afin de déterminer si RipTPS possède une activité enzymatique de synthèse du 
T6P, la production de T6P dans les différentes souches tps1* complémentées a été 
mesurée. Afin de faciliter la détection du T6P, nous avons réalisé les expériences 
dans des conditions de « pulse glucose ». En effet, un milieu de culture dans lequel 
la source de carbone limitante est le tréhalose mime des conditions de croissance 
limitées en glucose (Jules et al., 2005) ; dans ces conditions, les levures ne 
produisent pas de T6P (les niveaux restent en deçà des seuils de détection) (Walther 
et al., 2009). La synthèse de T6P peut cependant être activée de manière contrôlée 
par la levée de la carence en glucose. L'ajout de glucose dans la culture induit une 
accumulation rapide et transitoire de T6P ; les quantités de T6P diminuent ensuite en 
quelques minutes pour revenir à leur niveau initial (Walther et al., 2009).  
 
RipTPS synthétise du T6P chez la levure 
Chez le mutant tps1* complémenté par RipTPS, on observe une production de 
0,12 µg de T6P par unité de DO dès la première minute suivant l’ajout de glucose ; le 
taux de T6P atteint 0,18 µg/unité de DO 5 minutes après l’ajout de glucose (Figure 
41). Ces taux de T6P restent cependant légèrement inférieurs à ceux mesurés chez 
la souche sauvage qui contient 0,33 µg/unité de DO 5 minutes après le pulse. Chez 
le mutant tps1*+vecteur vide, le niveau de T6P reste en deçà du seuil de détection 
tout au long de la culture. La protéine RipTPS synthétise donc du T6P chez la levure 
; elle possède bien une activité tréhalose-6-phosphate synthase. 
La protéine RipTPS a une activité catalytique plus faible que OtsA d'E. coli chez 
la levure. En effet, 5 et 10 minutes après l'ajout de glucose, le taux de T6P atteint 
respectivement 2,6 et 4,5 µg/unité de DO dans la souche tps1*+pMP57 (OtsA). Chez 




























Figure 41. Complémentation du défaut de synthèse de T6P du 
mutant tps1* par RipTPS. 
Quantité de tréhalose-6-phosphate détectée dans les cellules de 
levures cinq minutes après l’ajout de glucose au cours d’une expérience 
de pulse glucose. Dans la souche tps1*+vecteur vide, les quantités de 
T6P sont en deçà du seuil de détection. Dans la souche tps1*+pMP57 
(OtsA), la quantité de T6P mesurée cinq minutes après l’ajout de 
glucose est de 2,6 µg/unité de DO. 
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En conclusion, ces expériences démontrent la capacité de RipTPS à produire du 
T6P chez la levure sur la base de deux essais fonctionnels : la restauration de la 
croissance en fructose et la production de T6P du mutant tps1* de levure.  
 
2.1.3.5 Génération de mutants du site catalytique de l’enzyme RipTPS 
 
Afin d’approfondir l’analyse fonctionnelle de RipTPS, des mutants catalytiques ont 
été générés. La poche de liaison au G6P a été identifiée chez OtsA d'E. coli grâce à 
la détermination de la structure tridimensionnelle de cette enzyme (Gibson et al., 
2002). La modélisation de la protéine Tps1 de Magnaporthe grisea basée sur la 
structure d’OtsA a permis de caractériser les résidus de liaison au G6P de cette 
autre TPS (Wilson et al., 2007). Les résidus ainsi identifiés sont Tyr76, Trp85 et 
Asp130 de OtsA qui correspondent aux acides aminés Tyr99, Trp108 et Asp153 de 
Tps1 de M. grisea (Figures 38 et 42). Les acides aminés correspondants de RipTPS 
ont été substitués par mutagénèse dirigée, générant ainsi les mutants RipTPSY154V, 
RipTPSW163S et RipTPSD208G.  
 
Afin de valider leur perte d’activité enzymatique, la capacité de ces mutants à 
complémenter le mutant tps1* de levure a été testée. Pour cela, des versions portant 
une étiquette triple HA en C-terminal ont été clonées dans le vecteur pVTU102gw et 
exprimées dans le mutant tps1*. Nous avons également généré des versions 
marquées de la protéine RipTPS sauvage et d'OtsA d'E. coli. L'expression de ces 
différentes protéines chez le mutant tps1* a été vérifiée par Western blot (résultats 
non montrés). L'étiquette triple HA ajoute respectivement 47 acides aminés en C-
terminal de RipTPS et 48 acides aminés en C-terminal de OtsA. 
L'ensemble des souches portant ces différentes constructions ont une croissance 
normale en galactose (Figure 43). Les souches tps1* exprimant RipTPSY154V, 
RipTPSW163S et RipTPSD208G  ne présentent pas de croissance sur fructose alors que 
les souches exprimant RipTPS et OtsA fusionnées à l'étiquette triple HA sont 
capables de pousser en présence de fructose (Figure 43). Chacune des trois 
mutations introduites dans la séquence de RipTPS est donc suffisante pour que cette 
enzyme perde sa capacité à restaurer la croissance en fructose du mutant tps1*.  
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Figure 43. Absence de complémentation du défaut de croissance en 
fructose du mutant tps1* par RipTPSY154V, RipTPSW163S et RipTPSD208G.
Toutes les protéines exprimées portent une étiquette triple HA en C- 
terminal. Pour contrôle, les souches ont été mises en culture en galactose 
(à gauche). Sur chaque milieu, les levures ont été étalées, à des DO de 1, 
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Figure 42. Représentation schématique des substitutions d’acides 
aminés introduites dans la poche de liaison au glucose-6- 
phosphate de RipTPS.
Le signal de translocation par le système de sécrétion de type III ainsi 
que les poches de liaison au glucose-6-phosphate et à l’UDP-glucose 
sont indiqués. 
Abréviations : G6P, glucose-6-phosphate ; Y, tyrosine ; V, valine ; W, 
tryptophane ; S, sérine ; D, aspartate ; G, glycine.
(Schéma modifié à partir de Wilson et al., 2007)
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L’absence de production de T6P par les trois mutants catalytiques a ensuite été 
testée par la quantification du T6P produit suite à un pulse glucose. Néanmoins les 
taux de T6P dans la souche tps1* exprimant RipTPS-HA restent en deçà des seuils 
de détection, ce qui indique que la présence de l’étiquette triple HA diminue 
fortement l’efficacité de l’activité enzymatique de RipTPS et donc ne permet plus de 
détecter le T6P. Nous n’avons par conséquent pas pu vérifier l’absence de synthèse 
de T6P par les versions mutantes de RipTPS. 
En conclusion, les mutants catalytiques ne complémentent pas le mutant tps1* en 
terme de croissance en fructose. Il reste à vérifier s'ils sont également incapables de 
synthétiser du T6P.   
 
2.1.4 Activité de RipTPS in planta 
 
RipTPS est donc un effecteur de type III de R. solanacearum possédant une 
activité enzymatique TPS chez la levure. Etant donné que cette protéine est destinée 
à agir dans les cellules végétales, nous avons exprimé ripTPS in planta dans le but 
d'étudier son rôle dans les cellules végétales. Nous avons procédé à des 
expériences d'expression transitoire et nous avons généré des lignées stables d'A. 
thaliana Col0 exprimant ripTPS.  
 
2.1.4.1 RipTPS est localisée dans des vésicules cytoplasmiques des 
cellules végétales 
 
Pour tenter d’appréhender comment RipTPS agit dans les cellules végétales, 
nous avons d’abord déterminé la localisation cellulaire de cet ET3. Des fusions 
traductionnelles RipTPS-GFP et GFP-RipTPS ont été exprimées dans les cellules 
végétales grâce au test d’expression transitoire utilisant Agrobacterium tumefaciens. 
Des feuilles de N. benthamiana ont été infiltrées avec des souches d’A. tumefaciens 
contenant le vecteur pMP21 (CaMV 2x35S::ripTPS-gfp ) ou pMP23 (CaMV 
2x35S::gfp-ripTPS) ce qui a permis la visualisation des fusions protéiques par 
microscopie confocale. Comme on peut le voir sur la figure 44, la fluorescence émise 
par les cellules transformées est localisée dans le cytoplasme et le noyau, ce qui 
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Figure 44. RipTPS est localisée dans le cytoplasme végétal
La fluorescence émise par des cellules de N. benthamiana exprimant la 
protéine de fusion GFP-RipTPS apparaît en vert et est localisée dans le 
noyau, le cytoplasme ainsi que dans des ponctuations (flèche blanche) non 
encore identifiées. Les chloroplastes apparaissent en rose. 
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témoigne d’une localisation cytosolique. Aucune fluorescence n'est observée dans 
les chloroplastes (Figure 44).  
La fluorescence est en certains endroits concentrée dans des ponctuations 
mobiles. Des expériences de co-localisation avec un marqueur des peroxysomes 
montrent que ces ponctuations ne correspondent pas aux peroxysomes (données 
non montrées). L'expression simultanée de RipTPS (pMP22 et pMP24) et d'OtsA 
d'E. coli (pMP55) montre que ces deux protéines sont localisées dans le cytoplasme 
végétal (données non montrées). 
 
2.1.4.2  Obtention de lignées transgéniques  
 
Nous avons généré des arabettes transgéniques exprimant ripTPS dans le but 
d'appréhender les fonctions biologiques de cet ET3 et d'étudier sa contribution au 
pouvoir pathogène. En effet, la sensibilité des plantes transgéniques sera comparée 
à celle des plantes sauvages. Nous avons choisi de réaliser cette transgénèse chez 
l'écotype Col0 d'A. thaliana car ce dernier est sensible à l'infection par R. 
solanacearum GMI1000.  
Nous avons créé en parallèle des arabettes transgéniques exprimant otsA d'E. 
coli afin de comparer les éventuels effets de RipTPS à ceux d'une autre TPS. Des 
arabettes transgéniques exprimant otsA d'E. coli étaient déjà disponibles 
(Schluepmann et al., 2003) ; cependant nous avons voulu en générer dans les 
mêmes conditions de transformation et d'expression que celles utilisées pour les 
plantes transgéniques ripTPS. Les deux types de plantes ne différeront ainsi que par 
la nature du transgène.   
 
Les gènes ripTPS et otsA ont été clonés dans le vecteur binaire pAM-pAT-
P35S-3xHA pour obtenir respectivement les plasmides pMP72 et pMP74. Les gènes 
ripTPS et otsA sont ainsi placés sous contrôle du promoteur double 35S du virus de 
la mosaïque du chou-fleur. Ils sont également en fusion traductionnelle avec une 
étiquette triple HA qui ajoute 47 acides aminés en C-terminal de RipTPS et 48 en C-
terminal de OtsA. Le vecteur pAM-pAT-P35S-3xHA porte également le gène pat qui 
rend les plantes transformées résistantes à la phosphinothricine. 
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Les vecteurs pMP72 et pMP74 ont ensuite été introduit dans la souche 
GV3101::pMP90RK d'A. tumefaciens. Des plants d'arabettes Col0 ont été 
transformés avec les souches d'agrobactéries contenant les plasmides pMP72 et 
pMP74. Les graines T1 ayant intégré l'ADN-T ont été sélectionnées in vitro sur un 
milieu sélectif. La présence du transgène dans les plantes T1 résistantes a été 
vérifiée par PCR. L'étude de la ségrégation de la résistance dans les graines T2 a 
permis d'identifier les lignées avec une insertion à un locus unique ainsi que les 
lignées ayant de multiples insertions. L'expression protéique a alors été vérifiée et 
estimée par Western blot. Dans le cas des lignées à insertion unique, des plantes 
homozygotes ont été sélectionnées. 
Cinq lignées indépendantes possédant une insertion à un unique locus du 
gène ripTPS ont été obtenues ; ces lignées sont MP72-3, MP72-7, MP72-8, MP72-
10 et MP72-12. Nous disposons également de trois lignées possédant des insertions 
multiples du gène otsA : MP74-1, MP74-11, MP74-15. Une lignée ayant une simple 
insertion, MP74-28, est en cours d'obtention.   
 
2.1.4.3 Les arabettes transgéniques exprimant ripTPS présentent des 
phénotypes similaires aux lignées exprimant otsA d’E. coli 
 
Les arabettes transgéniques ripTPS ont des phénotypes distincts des plantes 
sauvages. 
Les lignées exprimant ripTPS présentent des phénotypes clairement distincts 
des plantes sauvages. Tout d'abord, le taux de germination est plus faible. Les 
plantules se développent plus lentement. A l'âge de trois semaines, les rosettes sont 
plus petites et ont des feuilles plus étroites et plus courtes que l’écotype Col0 
sauvage (Figure 45A). Le diamètre des rosettes reste inférieur à celui des sauvages 
tout au long de la vie des lignées transgéniques. Les plantes ripTPS ont des hampes 
florales moins développées portant des siliques courtes et peu nombreuses ; la 
quantité de graines produite est faible voire nulle. Des plantes cultivées sur milieu 
solide et en absence de sucres possèdent des racines 2 fois plus courtes que les 
plantes sauvages ; ceci est vrai lors de cultures en MS1/2 et sur milieu de Peters 
(Figure 45B).  En présence de 100mM de fructose, glucose ou saccharose, la taille 
des racines est comparable à celle des plantes sauvages.  
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Figure 45. Les lignées transgéniques MP72 (RipTPS) ont des 
phénotypes distincts des arabettes sauvages mais similaires aux 
lignées MP74 (OtsA).
A. Plantes âgées de 4 semaines. Les rosettes des lignées exprimant 
RipTPS et OtsA sont moins développées que les rosettes sauvages.
B. Plantes âgées de 11 jours cultivées in vitro sur un milieu sans sucres. 
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Nous remarquons une certaine variabilité phénotypique entre plantes de la 
même lignée, même à la génération T4. Certaines ont des phénotypes très marqués 
avec des rosettes ne dépassant pas 1 centimètre de diamètre alors que d'autres 
peuvent atteindre une taille voisine de celle des plantes sauvages (Figure 45A).  
Une analyse par Western blot des niveaux de production de RipTPS in planta 
a révélé que les plantes chez lesquelles le niveau d'expression protéique de RipTPS 
est le plus élevé sont celles qui présentent les phénotypes les plus marqués 
(résultats non montrés). Ces plantes restent très petites et leurs hampes florales sont 
courtes. Elles meurent prématurément, souvent avant la formation de siliques et ne 
produisent donc pas de graines.  
 
Les arabettes transgéniques exprimant ripTPS ont des phénotypes comparables à 
ceux de plantes exprimant otsA d'E. coli. 
Afin de comparer les effets de RipTPS à ceux d'une autre TPS, nous avons 
transformé, en parallèle, des arabettes avec le même vecteur pAM-pAT-P35S-3xHA 
mais portant otsA d’E. coli.  
Les lignées à insertions multiples otsA présentent des phénotypes 
qualitativement comparables à ceux des plantes ripTPS (Figure 45A). En effet, le 
taux de germination est restreint ; les rosettes ont un diamètre faible. Les feuilles 
sont petites mais, contrairement à celles des plantes ripTPS, elles sont aussi plus 
foncées et souvent anthocyanées. Enfin, elles possèdent des hampes florales peu 
développées et produisent peu de graines. Sur milieu solide, les racines se 
développent de la même manière que celles des plantes ripTPS (Figure 45B). Des 
phénotypes similaires chez des arabettes exprimant otsA avaient déjà été observés 
par d’autres auteurs (Schluepmann et al., 2003).  
Les phénotypes des plantes otsA sont globalement plus marqués que ceux 
des plantes ripTPS. Cependant, ces plantes ont des niveaux d'expression plus 
élevés probablement du fait des multiples insertions du transgène otsA. Il est 
d'ailleurs intéressant de noter que nous n'avons pas obtenu des plantes exprimant 
RipTPS à des niveaux aussi élevés que OtsA.  
 
 Ces expériences montrent que RipTPS est active dans les cellules végétales 
et induit des phénotypes sur Arabidopsis similaires à ceux provoqués par une autre 
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TPS, OtsA d'E. coli.  Cela suggère donc fortement que RipTPS possède une activité 
TPS in planta.  
  
2.1.5 Rôle de RipTPS dans la sensibilité déclenchée par les ET3  
  
2.1.5.1 Un mutant GMI1000 ripTPS::Ω n’est pas affecté dans sa 
virulence sur plusieurs plantes sensibles 
 
Afin d'étudier la contribution de RipTPS au pouvoir pathogène, un mutant de 
disruption a été généré en insérant un interposon dans la séquence codante du gène 
ripTPS. La capacité du mutant à provoquer la maladie sur plusieurs plantes hôtes a 
été testée dans des conditions d'infection racinaire, après arrosage des plantules 
avec un inoculum bactérien à 107 et/ou 108 CFU/ml. Sur tomate, arabette, aubergine, 
géranium et M. truncatula (F. Vailleau, communication personnelle), les symptômes 
se développent avec la même intensité et la même cinétique que ceux provoqués 
par la souche sauvage (Figure 46 et résultats non montrés). La virulence du mutant 
n’est donc pas affectée sur ces plantes hôtes. Il a déjà été montré que les mutations 
individuelles dans plus d’une quarantaine de gènes d’effecteurs n’ont pas d’impact 
significatif sur le pouvoir pathogène de R. solanacearum (Cunnac et al., 2004b). 
L’absence d’effet de la mutation ripTPS peut donc être expliquée par une action 
collective des ET3 dans la pathogénie ; il est également possible que cet ET3 joue 
un rôle mineur sur les plantes testées tout en ayant une contribution plus importante 
sur d’autres plantes sensibles.  
 
2.1.5.2  L’expression stable de RipTPS modifie-elle la sensibilité des 
plantes à R. solanacearum ? 
 
Afin d'étudier la contribution de RipTPS au pouvoir pathogène de R. 
solanacearum, nous sommes en train de tester la sensibilité des arabettes 
transgéniques exprimant ripTPS. Cependant, plusieurs facteurs sont limitant pour 
mener à bien ces expériences.  
Nous sommes confrontés à une difficulté à produire des plantes transgéniques 


















Figure 46. Test du pouvoir pathogène du mutant ripTPS::Ω de R. 
solanacearum GMI1000 sur A. thaliana Col0.
32 plants d’A. thaliana Col0 ont été inoculés avec une suspension 
bactérienne à 107 CFU/ml des souches GMI1000 et GRS432 
(ripTPS::Ω). 
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par les lignées ripTPS. D'autre part, ces dernières ont des phénotypes variables au 
sein d'une même lignée et sont généralement de plus petite taille que les plantes 
sauvages. Il sera donc difficile de savoir si nos résultats sont attribuables à un effet 
direct de RipTPS et/ou du T6P ou aux différences morphologiques entre lignées 
transgéniques et plantes sauvages.  
Enfin, un problème majeur est le fait que les lignées transgéniques ripTPS et 
otsA résistent mal aux conditions environnementales adéquates pour une infection 
par R. solanacearum. En effet, les plantes témoins non inoculées ou inoculées avec 
un mutant hrp présentent des chloroses au centre des rosettes et au niveau des 
pétioles ; ces chloroses peuvent conduire à la mort de la plante. De plus, des 
nécroses entourées de chloroses apparaissent sur les feuilles. Il est intéressant de 
noter que les symptômes dus aux conditions environnementales sont plus marqués 
chez les plantes inoculées par le mutant hrp que chez les plantes non inoculées. Ces 
symptômes dus aux conditions de culture sont problématiques car nous comparons 
alors la réponse à l'infection de plantes transgéniques stressées à celles de plantes 
sauvages non stressées. De plus, sur les plantes inoculées avec la souche sauvage, 
il est difficile de distinguer les symptômes dus à l'infection de ceux causés par les 
conditions environnementales.  
Nous pouvons cependant mentionner les résultats d'une expérience réalisée 
avec la lignée MP72-7. Ces résultats sont bien sûr à considérer avec précaution 
étant donné les problèmes mentionnés ci-dessus et le fait que ce test n'a pour 
l'instant été réalisé qu'une fois. La lignée MP72-7 est la moins affectée par les 
conditions environnementales. La cinétique d'apparition des symptômes est 
comparable à celle observée chez les plantes sauvages malgré un léger retard (1 
jour).  
 
2.1.6 Rôle de RipTPS dans l’immunité déclenchée par les ET3 
 
2.1.6.1 RipTPS élicite une HR sur N. tabacum 
 
Afin de tenter de mettre en évidence un phénotype sur plante par une approche 
gain de fonction, nous avons fait exprimer de manière transitoire le gène ripTPS 
dans les cellules foliaires de différentes plantes en les infiltrant avec la souche 
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d’Agrobacterium tumefaciens GV3101::pMP90RK portant le vecteur pMP72 
(RipTPS). Chez l’espèce de tabac N. tabacum, une nécrose franche apparaît entre 
24 et 30 heures après infiltration (Figure 47). Cette nécrose a un aspect très similaire 
à celui de la HR élicitée par AvrA, bien que, dans les mêmes conditions 
d'agroinfiltration, elle apparaisse environ dix heures avant la nécrose induite par 
AvrA. 
Deux hypothèses peuvent être émises pour expliquer ce phénotype : (i) 
l’activité TPS de RipTPS perturbe le taux de T6P ce qui conduit à une nécrose, (ii) 
cette nécrose correspond à une réponse hypersensible. La première hypothèse est 
contredite par le fait que l'expression transitoire de otsA d'E. coli  ne provoque 
aucune nécrose sur l'ensemble des plantes testées y compris N. tabacum. La 
seconde hypothèse est donc favorisée ; l’effecteur RipTPS serait spécifiquement 
reconnu par un déterminant de résistance chez N. tabacum ce qui déclencherait un 
programme de mort cellulaire. Cette dernière hypothèse est en accord avec la 
spécificité de ce phénotype ; en effet, aucune modification de l’aspect de la feuille 
n’est observée suite à l’infiltration de GV3101::pMP90RK/pMP72 dans le 
parenchyme foliaire de deux autres espèces du genre Nicotiana : N. benthamiana et 
N. glutinosa (résultat non montré).   
 
2.1.6.2  Identification du domaine de RipTPS responsable de l'élicitation 
de la HR  
 
Le signal de translocation n'est pas le domaine éliciteur de la HR 
Nous avons cherché à déterminer le domaine de RipTPS impliqué dans 
l’élicitation de cette nécrose de type HR. Etant donné que l’expression transitoire 
d’OtsA d’E.coli n’entraîne pas de nécrose, nous avons dans un premier temps fait 
l’hypothèse que le domaine d’élicitation doit être présent chez RipTPS et absent 
chez OtsA. Or une différence majeure entre ces deux TPS est la présence du signal 
de translocation N-terminal chez RipTPS. Nous avons donc testé la capacité de ce 
domaine à éliciter la HR. 
Pour cela, les 86 premiers codons ont été clonés ; ils codent pour la partie N-
terminale qui contient le signal de translocation. Nous avons également cloné une 
version tronquée du gène dépourvue des 77 premiers codons qui correspondent à 
















Figure 47. La moitié C-terminale de RipTPS (RipTPS336-557 ) est 
suffisante et nécessaire à l’élicitation de la nécrose de type HR sur 
N. tabacum, après agroinfiltration. 
Le plasmide contenu dans la souche d’A. tumefaciens infitrée ainsi que la 
protéine exprimée sont représentés schématiquement ; RipTPS est en 
violet et OtsA en rouge. Les photos ont été prises 2 jours après 
l’agroinfiltration. 
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d'initiation de la traduction.  L’expression de RipTPS1-86 ne provoque pas de nécrose 
tandis que la protéine RipTPS79-557 dépourvue de l'extension N-terminale provoque 
toujours cette nécrose (Figure 47). Le signal de translocation n’est donc pas le 
domaine éliciteur de la HR.  
 
Clonage de versions tronquées de RipTPS et de chimères RipTPS-OtsA 
Pour affiner la localisation du domaine éliciteur contenu dans RipTPS79-557, 
nous avons découpé par génie génétique cette protéine en deux moitiés : une moitié 
N-terminale RipTPS79-335 et une moitié C-terminale RipTPS336-557 (Figure 47) dans 
laquelle un codon d'initiation de la traduction a été placé en amont du codon 336. 
Afin de s’affranchir d’éventuels problèmes de conformation protéique, nous avons 
également construit des protéines chimères constituées pour moitié de RipTPS et 
pour moitié d’OtsA. La jonction entre les 2 moitiés se fait dans une région codant 
pour 7 acides aminés (RLDYSKG) parfaitement identique entre les deux protéines. 
Cette région correspond aux acides aminés 334 à 340 de RipTPS et 263 à 269 de 
OtsA ; elle est située dans le début du second lobe d'OtsA. La chimère RipTPS'-
OtsA' contient RipTPS79-333 en N-terminal et OtsA263-474 en C-terminal. La chimère 
OtsA'-RipTPS' est constituée de OtsA1-262 en N-terminal fusionné à RipTPS334-557 en 
C-terminal. Les différents amplifiats ont été clonés dans le vecteur pMDC32 et/ou 
dans le vecteur pAM-pAT-P35S-3xHA. 
 
La moitié C-terminale de RipTPS est suffisante à l'élicitation de la HR 
L’expression de la protéine chimère comprenant la moitié N-terminale d’OtsA 
et la moitié C-terminale de RipTPS élicite la HR (Figure 47) tandis-que la 
construction inverse n’induit pas de nécrose. La moitié C-terminale de RipTPS est 
donc nécessaire à l’élicitation de la HR. D’autre part, l’expression de la moitié C-
terminale seule de RipTPS élicite également une nécrose. La moitié C-terminale de 
RipTPS contient donc un domaine nécessaire et suffisant à l’élicitation de la HR.  
 
L'élicitation de la HR par RipTPS est probablement indépendante de son activité 
enzymatique  
La moitié C-terminale de RipTPS ne contient qu’un seul acide aminé conservé 
de la poche de liaison au glucose-6-phosphate et ne possède donc 



















Figure 48. Les mutants catalytiques RipTPSY154V, RipTPSW163S 
RipTPSD208G ne sont pas affectés dans leur capacité à éliciter la 
nécrose de type HR après agroinfiltration sur N. tabacum. 
La protéine exprimée est représentée schématiquement. Les photos ont 
été prises 2 à 3 jours après l’agroinfiltration. L’ET3 Gala6 (pPR45) est 
utilisé comme contrôle négatif.
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GV3101::pMP90RK contenant les plasmides pMP93, pMP94 et pMP95 dans 
lesquels sont respectivement clonés RipTPSY154V, RipTPSW163S et RipTPSD208G induit 
une HR comparable à celle produite par la souche GV3101-pMP72 (Figure 48). Les 
mutants RipTPSY154V, RipTPSW163S, et RipTPSD208G élicitent donc une HR de manière 
aussi efficace que la protéine sauvage RipTPS. L’ensemble de ces données 
suggèrent donc fortement que l’activité enzymatique de RipTPS n’est pas requise 
pour l’élicitation de la HR. La reconnaissance de l’effecteur par N. tabacum est donc 
dépendante d’une structure épitope spécifique de RipTPS et absente chez OtsA.  
 
 
2.2 Obtention de la souche de levure tps1*, un fond génétique permettant 
d’accumuler des taux élevés de T6P.  
 
Afin de démontrer expérimentalement l’activité enzymatique de RipTPS, nous 
avons mené des expériences de complémentation fonctionnelle d’un mutant de 
levure dépourvu d’activité TPS. Comme nous l’avons vu précédemment, ces 
expériences ont permis de valider la fonction TPS de RipTPS. Cependant, l’obtention 
d’une souche dans laquelle RipTPS restaure le défaut de croissance et la production 
de T6P a nécessité plusieurs étapes qui sont schématisées dans la figure 49 ci-
contre et que nous allons maintenant détailler.  
 
2.2.1 RipTPS ne restaure pas la synthèse de T6P et de tréhalose du 
mutant tps1 JF1476 
 
Nous avons tout d’abord essayé de complémenter le mutant tps1 JF1476 qui 
comporte une insertion de la séquence hisG en début du gène tps1. Ce mutant a été 
transformé par le plasmide pMP31 (RipTPS). Le contrôle positif utilisé est pMP57 
(OtsA) et le contrôle négatif pMP50 portant uniquement la partie N-terminale de 
RipTPS (RipTPS1-86). Les niveaux de tréhalose ont été mesurés dans les différentes 
souches lors d'une croissance en galactose (DO~5). Le mutant tps1 transformé avec 
pMP31 (RipTPS) accumule du tréhalose au même niveau que le contrôle négatif 
(entre 1,3 et 10,4 µg éq. glucose/unité de DO) (Figure 50). Le mutant tps1 
complémenté avec OtsA d’E. coli (pMP57) produit quant à lui autant de tréhalose 
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Figure 50. RipTPS ne restaure pas la production de tréhalose dans le mutant tps1 
JF1476. 
Le tréhalose a été mesuré par le test de la glucose oxydase dans des levures en culture 
en galactose.
Figure 49. Représentation schématique des différentes étapes ayant permis de 
démontrer l’activité TPS de RipTPS chez la levure.
1 2 3
1 Sélection de tps1* 2 Curage du plasmide pMP31 3 Transformation pardifférents plasmides
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Nous avons également mesuré la production de T6P par RipTPS en 
procédant à un pulse glucose. Alors qu’avec la souche sauvage, un pic de 
production de T6P atteignant 0,45 µg par unité de DO est observé dix minutes après 
l’ajout de glucose, aucune production de T6P n’est détectée dans une culture du 
mutant tps1 transformé avec pMP31 (résultats non montrés).  
La protéine RipTPS n’est donc pas capable de restaurer la production de 
tréhalose et de T6P dans le mutant tps1 JF1476.  
 
2.2.2 Sélection d'une souche dans laquelle RipTPS complémente la 
mutation de tps1 
 
Le mutant tps1 JF1476 exprimant RipTPS a une croissance retardée en fructose 
Pour savoir si RipTPS est capable de restaurer la croissance du mutant tps1 
JF1476 sur des sucres rapidement fermentés, nous avons suivi la croissance du 
mutant tps1 complémenté en présence de fructose (Figure 51). Alors que toutes les 
souches se développent sur galactose, le mutant tps1 transformé avec pMP50 
(RipTPS1-86) ou le vecteur vide ne pousse pas sur fructose. Le mutant tps1 
transformé avec pMP57 (OtsA) a une croissance comparable à la souche sauvage. 
Le mutant tps1 transformé avec pMP31 (RipTPS) ne pousse pas pendant les 40 
premières heures de culture puis une croissance soutenue est soudainement 
observée ; la densité cellulaire atteint celle du mutant complémenté par OtsA dès 55 
heures de culture (Figure 51). La protéine RipTPS complémente donc de manière 
retardée la croissance en fructose du mutant tps1 JF1476. La croissance retardée 
peut-être due à une phase de latence plus longue de la souche tps1+pMP31 
(RipTPS) ou à la sélection pendant les premières heures de culture d’une souche 
ayant subi une modification, probablement de nature génétique, lui permettant de 
pousser en présence de fructose.  
 
Le retard de croissance est dû à la sélection d'une souche dite tps1* dans laquelle 
RipTPS peut complémenter la mutation tps1 
Afin de tester la première hypothèse, les levures tps1+pMP31 (RipTPS) ayant 
poussé en fructose ont été isolées puis mises à nouveau en culture en fructose. Elles 
ont alors une croissance similaire à celle de la souche sauvage dès le début de la 




















Figure 51. Le mutant tps1 JF1476 a une croissance retardée en fructose.
Courbes de croissance de cultures en galactose 2% (à gauche) et en fructose 2% 
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sauvage (données non montrées). Le retard de croissance dans la première culture 
en fructose semble donc être dû à la sélection de cellules ayant subi une 
modification génétique. Nous appellerons dès lors cette nouvelle souche 
tps1*+pMP31 (RipTPS).  
 
Afin de déterminer si la capacité de cette souche à croître en fructose est due à 
la présence de RipTPS, le plasmide pMP31 a été curé par un traitement à l'acide 5-
fluoro-orotique (FOA) qui contre-sélectionne les levures prototrophes pour l’uracile. 
La souche tps1* ainsi obtenue n’est plus capable de croître en fructose (Figure 49).  
Pour confirmer que RipTPS est bien responsable de la restauration de 
croissance en fructose de la souche tps1*, le plasmide pMP31 y a été réintroduit 
ainsi que les plasmides pMP57 (OtsA) et le vecteur vide (Figure 49). Nous 
constatons alors que la présence de pMP31 restaure à nouveau la croissance en 
fructose du mutant tps1* ; cette croissance est comparable à celle de la souche 
sauvage (Figure 52). On peut noter que la souche tps1* transformée avec pMP57 
(OtsA) a une croissance plus lente que la souche sauvage et la souche tps1* 
transformée avec pMP31 (RipTPS). La protéine RipTPS restaure donc la 
croissance en fructose du mutant tps1*.  
 
Afin de déterminer si RipTPS possède une activité enzymatique de synthèse du 
T6P, la production de T6P dans les différents mutants tps1* complémentés a été 
mesurée par des expériences de pulse glucose. Les résultats obtenus, décrits dans 
le paragraphe 2.1.3.4 du chapitre 2, ont permis de démontrer que la protéine 
RipTPS restaure la synthèse de T6P du mutant tps1*. Cependant, RipTPS a une 
activité enzymatique faible, inférieure à celle d'OtsA, ce qui pourrait expliquer le fait 
qu'elle ne complémente pas le mutant tps1 JF1476 initial.  
Nos expériences nous ont donc permis de sélectionner une souche dans laquelle 
la restauration de croissance en fructose est effective et dans laquelle la production 
de T6P par RipTPS est détectable. Nous avons ensuite cherché à comprendre 
























Figure 52. RipTPS restaure la croissance en fructose de la souche tps1*.
Courbes de croissance de cultures en galactose 2% (à gauche) et en fructose 
2% (à droite). Repère semi-logarithmique. 
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2.2.3 Caractérisation de la souche tps1* 
 
 Les dosages de T6P dans la souche tps1* ont déjà été présentés sous forme 
d'un histogramme dans le paragraphe 2.1.3.4 du chapitre 2. Ils sont représentés ci-
contre de manière à suivre l'évolution des niveaux de T6P durant les 30 minutes 
suivant le pulse glucose (Figure 53). 
Dans cette expérience, il est intéressant de noter plusieurs différences de 
comportement entre le mutant tps1* transformé par pMP57 (OtsA) et la souche 
sauvage. Tout d’abord, les niveaux de T6P mesurés dans le mutant tps1* transformé 
par pMP57 sont plus élevés que ceux de la souche sauvage tout au long de 
l’expérience ; ce fort taux de T6P pourrait expliquer la faible vitesse de croissance de 
cette souche puisqu’il est connu qu’une forte accumulation de T6P impacte 
négativement la croissance des souches de levure (De Virgilio et al., 1993).  
D’autre part, dans le milieu minimum ayant pour source de carbone le tréhalose, 
le mutant tps1* transformé par pMP57 produit des quantités détectables et élevées 
de T6P dès le t0, c’est à dire avant le pulse glucose. Enfin, le niveau de T6P ne 
diminue pas 30 minutes après le pulse ; ce dernier point est également observé avec 
la souche tps1*+pMP31 (RipTPS). En présence d’OtsA d’E.coli, la souche tps1* 
produit donc du T6P de manière constitutive ou, plus précisément, contient du T6P 
en plus forte concentration que la souche sauvage. En présence d’une TPS active 
(OtsA ou RipTPS), le pulse glucose augmente la production de T6P mais celle-ci 
reste stable au cours du temps. L’ensemble de ces données semble indiquer que 
dans la souche tps1*, le T6P n’est pas ou peu transformé en tréhalose d’où son 
accumulation.   
 
Afin de mieux comprendre pourquoi RipTPS complémente le mutant tps1* mais 
pas le mutant tps1 JF1476, nous avons recherché des différences entre ces deux 
souches. Pour cela, nous avons comparé les niveaux de T6P et de tréhalose dans 
ces deux souches complémentées par OtsA d’E. coli (Figure 54). Les taux de T6P 
contenus dans les levures au cours d’une croissance en milieu minimum+galactose 
ont été quantifiés par HPLC. La souche tps1*+pMP57 (OtsA) produit de fortes 
quantités de T6P : 5,2 et 1,8 µg/unité de DO après respectivement 6h et 24h de 
culture en galactose. La souche tps1 JF1476+pMP57 (OtsA) contient quant à elle 3,7 
fois moins de T6P après 6 heures de culture et 10,4 fois moins après 24 heures. En 
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Figure 53. Production de tréhalose-6-phosphate par RipTPS et OtsA 
d’E. coli dans la souche tps1*
Mesure du T6P dans des cellules en culture en tréhalose avant l’ajout de 
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présence d’une TPS active, la souche tps1* accumule donc plus de T6P que la 
souche tps1 JF1476. A l’inverse, elle contient moins de tréhalose que la souche tps1 
JF1476 : 4,6 fois moins après 6 heures et 18,8 après 24 heures. Dans la souche 
tps1*, la conversion du T6P en tréhalose semble donc moins efficace que dans la 
souche tps1 JF1476.  
 
Il est donc possible que la modification subie par cette souche soit une 
altération de son activité T6P phosphatase qui convertit le T6P en tréhalose. La 
complémentation par RipTPS n'est probablement observée que dans le fond tps1* 
car RipTPS a une activité enzymatique dans la levure relativement faible et moins 
efficace que celle d'OtsA. La production de T6P par RipTPS ne peut donc être 
significativement détectée que dans cette souche tps1*. Dans le mutant tps1 JF1476, 
RipTPS est probablement active mais son activité est trop faible pour être détectée 
et pour restaurer la croissance en fructose. Pour vérifier cette hypothèse, nous allons 
séquencer le gène tps2 codant pour la T6P phosphatase de la souche tps1*. D'autre 
part, nous envisageons de réaliser de nouvelles expériences de complémentation 



























































Figure 54. Comparaison de la production de tréhalose-6-phosphate et 
de tréhalose par OtsA d’E. coli dans les souches tps1 JF1476 et tps1*. 
Mesure du T6P et du tréhalose dans des cellules après 6 et 24 heures de 
culture en galactose.
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3 Discussion et perspectives 
 
 
Parmi les 74 effecteurs de type III candidats de R. solanacearum GMI1000, 
nous avons identifié une protéine homologue à une tréhalose-6-phosphate synthase 
appelée RipTPS. L'activité enzymatique de RipTPS a été démontrée par des 
expériences de complémentation fonctionnelle réalisées chez la levure. Cette activité 
y est plus faible que celle de la TPS d'E. coli OtsA. L'expression de ripTPS chez 
Arabidopsis mime les effets produits par l'expression d'otsA ce qui suggère fortement 
que RipTPS a une activité TPS in planta. La contribution de RipTPS au pouvoir 
pathogène n'a pu être mise en évidence par une approche perte de fonction ; en 
effet, le mutant de R. solanacearum GMI1000 dépourvu de cet ET3 conserve une 
virulence similaire à la souche sauvage sur les plantes testées.  
 
3.1 RipTPS, un ET3 de R. solanacearum possédant une activité tréhalose-
6-phosphate synthase 
 
3.1.1 Importance de RipTPS au sein du répertoire d'ET3 de R. 
solanacearum 
 
Contribution de RipTPS au pouvoir pathogène 
Le mutant ripTPS de R. solanacearum n’est pas affecté dans sa virulence sur 
plusieurs plantes hôtes testées à savoir la tomate, l'aubergine, le géranium et 
l'arabette.  
L’absence d’effet sur la virulence de la mutation ripTPS peut s’expliquer par 
différentes hypothèses. Il est tout d'abord possible que les fonctions végétales 
ciblées par RipTPS soient également altérées par d’autres ET3 toujours présents 
chez le mutant. Une telle redondance fonctionnelle a déjà été décrite pour certains 
ET3 de P. syringae (Gohre et al., 2008; Kim et al., 2002; Shan et al., 2008; Xiang et 
al., 2008; Xing et al., 2007). D’autre part, étant donné le large spectre d’hôtes de R. 
solanacearum GMI1000, la contribution individuelle de RipTPS pourrait être variable 
selon la plante hôte. Dans ce cas, il serait intéressant de tester le pouvoir pathogène 
du mutant ripTPS sur un plus grand nombre de plantes. RipTPS pourrait aussi 
apporter un avantage à R. solanacearum seulement dans certaines conditions 
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environnementales. Il a ainsi pu être montré que l'effecteur HopAM1 de P. syringae 
favorise la croissance de cet agent pathogène dans des plantes subissant un stress 
hydrique (Goel et al., 2008). Enfin, il ne peut être exclu que RipTPS ait un rôle 
négligeable dans la virulence. Cependant, cela semble peu probable étant donné la 
large distribution et la forte conservation du gène au sein de l'espèce R. 
solanacearum.  
 
RipTPS, un ET3 largement distribué et très conservé 
La comparaison des génomes de 45 souches de R. solanacearum réparties 
dans les quatre phylotypes de l'espèce par une approche d’hybridation génomique 
comparative a montré que ripTPS est présent dans 44 des souches testées (Guidot 
et al., 2007; Poueymiro and Genin, 2009). Comme environ la moitié du répertoire 
d'ET3 de R. solanacearum, RipTPS peut donc être considéré comme un ET3 
"ancien", i.e présent dans l’ancêtre de l’espèce avant sa diversification en différents 
phylums, et hérité de manière stable. Il est donc tentant de spéculer que RipTPS 
remplit des fonctions basales au cours de l'infection.  
D'autre part, la séquence protéique de cet ET3 est très conservée au sein de 
l'espèce ; le pourcentage d'homologie des séquences RipTPS issues de souches 
appartenant à des branches phylogénétiques distantes est l’un des plus élevés 
observé pour l’ensemble du répertoire de 74 ET3 de GMI1000 (Tableau 7). Cela 
suggère qu’il existe une pression de sélection visant vraisemblablement au maintien 
de la fonction enzymatique de l’effecteur, renforçant ainsi l'idée selon laquelle cette 
fonction jouerait un rôle important au cours de l'infection.  
 
RipTPS, une TPS de type procaryote 
 Une analyse réalisée sur 205 génomes dont 171 d'eubactéries et deux de 
plantes (A. thaliana et Oryzae sativa) a permis d'établir un arbre phylogénétique des 
protéines TPS (Figure 55 ; (Avonce et al., 2006)). Les séquences TPS sont groupées 
en deux branches majeures : l'une comprenant les protéines végétales et fongiques, 
et l'autre comprenant les protéines d'eubactéries et d'archées. Dans la branche 
procaryote, les TPS appartenant à toutes les espèces de protéobactéries dont OtsA 
et RipTPS de R. solanacearum sont regroupées. RipTPS est donc clairement 
apparentée aux TPS procaryotes ; elle n'a vraisemblablement pas été acquise par 
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Tableau 7. Comparaison des séquences protéiques de RipTPS dans 3 
souches séquencées de R. solanacearum. La souche GMI1000 appartient au 
phylotype I tandis-que les souches UW551 et Molk2 appartiennent au phylotype II.
Abréviations : Id, identité ; S, similarité
RipTPSGMI1000 RipTPSUW551 RipTPSMolk2
78% Id 79% Id









Figure 55. La phylogénie du domaine TPS. Les noms des protéines sont écrits 
en différentes couleurs selon leur groupe taxonomique. Les 2 TPS de R. 
solanacearum, RipTPS et OtsA (RsOtsA), sont indiquées ainsi que OtsA d’E. coli 
(EcOtsA). Les subdivisions de bactéries sont : * Actinobactéries, ** 
Cyanobactéries, α alpha-protéobactéries, β béta-protéobactéries, γ gamma-
protéobactéries, δ delta-protéobactéries. Les groupes d’archées sont : 
°Crenarchées, °°Euryarchées. Les valeurs de bootstrap sont indiquées en 
pourcentage. L’arbre a été généré avec le logiciel PHYML. 
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transfert horizontal de gènes à partir de génomes végétaux, contrairement au 
scénario proposé pour les ET3 de la famille GALA (Kajava et al., 2008). 
 
Bien qu'appartenant à la même bactérie, les protéines OtsA et RipTPS de R. 
solanacearum sont relativement éloignées phylogénétiquement. Cela est aussi le cas 
pour d'autres couples de TPS présents chez le même organisme. Les gènes 
paralogues semblent donc être les produits d'un transfert latéral plutôt que d'une 
duplication de gènes (Avonce et al., 2006). Le gène ripTPS, ou plus précisément les 
codons 78 à 557 codant pour la partie homologue aux TPS bactériennes, ne semble 
pas issu d'une duplication récente d'otsA mais pourrait avoir été acquis à partir du 
génome d'un autre organisme procaryote.  
Comme tous les ET3, RipTPS est une protéine modulaire comprenant un 
signal de translocation N-terminal et un domaine fonctionnel C-terminal. L'étude de la 
diversité des ET3 montrent qu'ils peuvent être générés par un processus de 
brassage génique dans lequel les différents domaines sont réarrangés (Stavrinides 
et al., 2006; Stavrinides et al., 2008). Dans ce phénomène appelé réassortiment 
terminal, la région promotrice et la partie 5' d'un gène codant pour un ET3 sont 
fusionnées à une nouvelle région génomique ce qui crée un nouveau gène codant 
pour un ET3. Si ce dernier apporte un avantage sélectif, alors il sera maintenu dans 
la population. Il est possible que le gène ripTPS ait été généré par un tel mécanisme. 
Au cours de l'évolution, R. solanacearum aurait acquis un second gène codant pour 
une TPS, puis ce gène aurait été placé en aval de séquences régulatrices lui 
conférant le statut d'ET3.  
 
RipTPS présente plus d'homologies avec les TPS bactériennes que végétales 
; elle ne possède pas d'extension en C-terminal du domaine TPS (Figure 36). Cela 
suggère donc que la fonction de RipTPS est de synthétiser du T6P dans les cellules 
végétales de manière indépendante des TPS végétales. Elle n'exerce 
vraisemblablement pas de fonctions régulatrices comme cela est souvent supposé 
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3.1.2 RipTPS possède une activité tréhalose-6-phosphate synthase mais 
celle-ci est relativement faible chez la levure  
 
 Au cours des expériences de complémentation du mutant tps1* de levure, les 
taux de T6P mesurés suite au pulse glucose sont 20 à 30 fois plus élevés dans la 
souche complémentée par OtsA d'E. coli que dans la souche exprimant ripTPS. 
RipTPS a donc une activité catalytique restreinte par rapport à OtsA. Ceci explique 
d'ailleurs probablement pourquoi RipTPS ne restaure pas la croissance en fructose 
et la production de T6P dans le mutant tps1 JF1476 initial.   
 La faible activité enzymatique de RipTPS chez la levure peut être du à deux 
raisons principales : (i) cet ET3 a un potentiel catalytique restreint ou bien (ii) il ne 
rencontre pas chez la levure les conditions optimales pour avoir une forte activité 
enzymatique. Dans ce dernier cas, on peut par exemple imaginer que, du fait de ses 
différences structurales avec ScTPS1, RipTPS ne puisse entrer dans le complexe 
protéique avec ScTPS2, TSL1 et TPS3. Cependant OtsA, qui est homologue à 
RipTPS et qui a aussi une structure différente de ScTPS1, présente une activité 
élevée chez la levure. Il est donc possible que RipTPS ait un potentiel catalytique 
restreint par rapport à OtsA.  
Comme nous l'avons déjà mentionné, le rôle du métabolisme du tréhalose est 
très différent chez les bactéries et chez les plantes. Chez les procaryotes, le T6P et 
surtout le tréhalose sont produits en grande quantité afin de pouvoir être utilisés en 
tant que source de carbone et en tant qu'agent protecteur. Au contraire, chez les 
plantes, le T6P est une molécule signal synthétisée, à ce titre, en faible quantité.  Il a 
été rapporté qu’il est nécessaire d'exprimer fortement les TPS végétales chez la 
levure afin de détecter une production de T6P et de tréhalose (Blazquez et al., 1998; 
Zentella et al., 1999). Sur ces bases bibliographiques, RipTPS se comporte donc 
chez la levure de manière comparable à une TPS végétale.  
Il a pu être montré que la protéine AtTPS1 a un potentiel catalytique limité in vivo 
du fait de son extension N-terminale. En effet, une version de AtTPS1 dépourvue de 
ses 88 acides aminés N-terminaux produit, chez la levure, 10 à 20 fois plus de 
tréhalose que la protéine sauvage (Van Dijck et al., 2002). Nous nous sommes donc 
demandé si l'extension N-terminale de RipTPS correspondant au signal de 
translocation limitait son activité enzymatique mais la délétion des 79 acides aminés 
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N-terminaux de RipTPS n'augmente pas son activité enzymatique (données non 
montrées).  
 
Les résultats des expériences de complémentation fonctionnelle chez la levure 
montrent que l'effecteur RipTPS possède une activité TPS même si celle ci est plus 
faible que celle d’OtsA d’E. coli. L’on peut supposer cependant que cette activité soit 
suffisante pour induire des effets physiologiques significatifs et favorables au 
développement de la bactérie dans la plante.  
 
3.1.3 RipTPS est active in planta 
 
Nous avons généré des arabettes transgéniques exprimant RipTPS sous 
contrôle du promoteur 2x35S. Afin de vérifier l'expression protéique dans les lignées 
obtenues, RipTPS est ici fusionnée à une étiquette triple HA en C-terminal. La 
production de T6P par RipTPS-HA a été mesurée chez la levure.  Celle-ci reste en 
deçà des seuils de détection alors que la version sans étiquette produit 0,18 µg de 
T6P par unité de DO suite à un pulse glucose. De la même manière, la présence de 
l'étiquette en C-terminal d'OtsA diminue d'un facteur 10 les niveaux de T6P 
synthétisés (données non montrées). La protéine RipTPS-HA est cependant toujours 
active étant donné qu'elle restaure la croissance en fructose du mutant tps1*. Chez 
la levure, RipTPS-HA semble donc être suffisamment active pour restaurer la 
croissance en fructose mais les quantités de T6P produites sont insuffisantes pour 
être mesurées expérimentalement. Les arabettes transgéniques expriment donc une 
forme active de RipTPS ce qui est confirmé par le fait qu'elles présentent des 
phénotypes différents des plantes sauvages.  
 
L'expression de RipTPS chez A. thaliana provoque des effets pléiotropiques.  
Les plantes se développent lentement et conservent une taille réduite. Les 
hampes florales sont plus courtes et la production de siliques et de graines est 
limitée. Le taux de germination est plus faible que celui des plantes sauvages.  
L'ensemble de ces  phénotypes est  retrouvé chez les arabettes exprimant OtsA que 
nous avons générées et chez celles produites par Schluepmann et al. (Schluepmann 
et al., 2003). RipTPS mime donc les effets d'OtsA chez Arabidopsis. De plus, de 
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telles altérations morphologiques et développementales sont également rencontrées 
chez des arabettes exprimant ScTPS1 (Karim et al., 2007; Miranda et al., 2007) 
(Tableau 5). L'ensemble de ces données démontre que RipTPS est active in 
planta et suggère fortement que RipTPS ait une activité enzymatique effective 
in planta.  
 
Les plantes  transgéniques que nous avons générées expriment la fusion 
protéique RipTPS-HA qui a une activité faible, en deçà du seuil de détection chez la 
levure. Cela suggère qu'une faible production de T6P par RipTPS suffit pour 
provoquer des effets pléïotropiques chez A. thaliana. On ne peut exclure que le 
niveau d'expression dû au promoteur fort 2x35S compense la faiblesse de l'activité 
enzymatique intrinsèque de RipTPS ; cependant cela est peu probable car les 
plantes présentent des phénotypes marqués même lorsque la quantité de protéine 
RipTPS y est faible. Il se peut également que RipTPS soit plus active in planta que 
chez la levure.  
 
Nous avons obtenu des plantes viables exprimant fortement OtsA ; ce sont les 
lignées T3 à insertions multiples. Par contre, au cours de l'obtention des lignées 
possédant le transgène ripTPS, les plantes exprimant fortement RipTPS étaient 
celles aux phénotypes les plus marqués ; elles se développaient peu et mouraient 
avant la formation des siliques. Nous n'avons donc pas pu maintenir de telles 
lignées. Un fort niveau d'expression de RipTPS est donc délétère chez 
Arabidopsis et il semble que les effets de RipTPS soient plus marqués que 
ceux d'OtsA. Ces différences quantitatives entre les deux protéines peuvent 
s'expliquer par le fait que RipTPS est mieux adapté que OtsA pour fonctionner dans 
les cellules végétales. Il se peut notamment que cet effecteur agisse dans des 
compartiments subcellulaires spécifiques concentrant ainsi la synthèse de T6P en 
certains lieux.   
 
Quelle est l'intensité de l'activité enzymatique de RipTPS in planta ? 
Une question qui se pose est donc celle de la quantité de T6P produite par 
RipTPS au cours de l'infection. Nous pouvons formuler deux hypothèses pour 
expliquer l'ensemble de nos résultats :  
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(i) RipTPS a une activité enzymatique faible chez la levure mais rencontre 
chez les plantes des conditions lui permettant d'être plus active. In planta, elle 
conduirait alors à une production de T6P forte, supérieure à celle d'OtsA. Cela 
expliquerait que les lignées transgéniques exprimant faiblement RipTPS présentent 
des phénotypes comparables aux plantes transgéniques exprimant fortement OtsA.  
(ii) A l'inverse, il est possible que RipTPS ait une activité enzymatique faible et 
inférieure à celle d'OtsA aussi bien chez la levure que chez les plantes. Mais ce 
faible niveau d’activité est suffisant pour induire de fortes altérations du 
développement chez les plantes transgéniques. Cela suggère que la production de 
T6P par l'effecteur bactérien est biologiquement active à faibles doses. On peut 
également imaginer que RipTPS concentre son activité dans certaines cellules ou 
dans certains compartiments subcellulaires provoquant ainsi une augmentation  
localisée du T6P et des effets spécifiques et ciblés.  
 
Il reste à vérifier si les effets de RipTPS sur la physiologie végétale sont dus à sa 
capacité à produire du T6P ou bien à d’autres activités que cette protéine 
possèderait. Pour répondre à cette question, nous sommes en train de générer des 
arabettes transgéniques exprimant les mutants RipTPSY154V, RipTPSW163S et 
RipTPSD208G. Nous envisageons également de doser le T6P produit dans les plantes 
transgéniques exprimant les versions sauvage et mutantes de RipTPS. 
 
Une autre question subsiste : quelle est la fonction de RipTPS au cours de 
l'infection ? En quoi une production anormale de T6P favoriserait la croissance de 
l'agent pathogène ? Des pistes de réflexion sont fournies par l'identification récente 
de cibles végétales du T6P et le début d'élucidation du mode d'action du T6P chez 
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3.2 Rôle de RipTPS dans l'ETS 
 
3.2.1 RipTPS : un ET3 perturbant le métabolisme végétal ? Les cibles 
végétales du T6P  
 
Comme nous l'avons déjà mentionné, le métabolisme du tréhalose a un rôle 
original chez les plantes. Le tréhalose est présent en faibles quantités dans la 
majorité des plantes ce qui l'empêche d'être une source de carbone. Malgré cela, les 
gènes codant pour des enzymes du métabolisme du tréhalose sont très nombreux 
(Avonce et al., 2006; Lunn, 2007). De plus, ils font l'objet de régulations fines tant au 
niveau de l'expression génique que post-traductionnellement ce qui souligne 
l'importance de leur fonction (Harthill et al., 2006; Paul et al., 2008). Cela est 
confirmé par les phénotypes variés que présentent des plantes dont le métabolisme 
du tréhalose est altéré.   
La diversité et l'importance des effets de l'altération de la voie du tréhalose 
indiquent un lien entre le T6P et la coordination du métabolisme et du 
développement dans tous les tissus. Ainsi, le mutant tps1 d'A. thaliana arrête son 
développement embryonnaire au stade "torpille" qui est caractérisé par la transition 
d'une phase de division cellulaire à une phase d'expansion cellulaire, de 
différentiation et de stockage de composés de réserve (Eastmond et al., 2002). Ce 
mutant peut être en partie sauvé par l'expression de OtsA d'E. coli ce qui suggère 
que ses défauts développementaux sont plutôt dus au manque de T6P qu'à la 
protéine AtTPS1 elle-même (Schluepmann et al., 2003). La protéine AtTPS1 est 
également essentielle à la croissance végétative et à la floraison (van Dijken et al., 
2004). D'autre part, la surexpression de OtsA d'E. coli a des effets sur la 
photosynthèse (Almeida et al., 2007a; Pellny et al., 2004; Stiller et al., 2008). D'après 
ces phénotypes et d'autres cités en introduction (cf Tableau 5), le métabolisme du 
tréhalose semble donc relié à l'utilisation des sucres et au développement. 
 
3.2.1.1 Le T6P est un régulateur du flux métabolique 
 
Le T6P est nécessaire à l'utilisation des sources de carbone disponibles 
Des arabettes transgéniques exprimant otsA d'E. coli ont un contenu en T6P 
trois fois plus élevé que les plantes sauvages alors que celles exprimant otsB ont 
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des quantités deux fois faibles que les plantes sauvages (Schluepmann et al., 2003). 
Les plantules à fort contenu en T6P ont une croissance plus rapide que les plantes 
sauvages sur un milieu contenant 100 mM de saccharose, glucose ou fructose. Au 
contraire, les plantes à faible contenu en T6P se développent beaucoup plus 
lentement ; l'expansion de leurs cotylédons est réduite. D'autre part, elles accumulent 
des sucres phosphates (Schluepmann et al., 2003). Le T6P contrôle donc l'utilisation 
des sucres disponibles et la croissance. 
 
Le T6P est un indicateur de la disponibilité en saccharose  
Le T6P est une molécule faiblement abondante répondant à 
l'approvisionnement en saccharose. Le saccharose conduit à une augmentation 
importante (d'un facteur 27) et rapide (dans les 3 heures suivant l'ajout de 
saccharose) des taux de T6P (Lunn et al., 2006). Etant donné que les substrats des 
TPS c'est-à-dire l'UDP-glucose et le glucose-6-phosphate sont des produits du 
catabolisme du saccharose, il est possible que la synthèse de T6P en présence de 
saccharose soit une réponse à l'augmentation de la taille du pool d'UDP-glucose et 
de glucose-6-phosphate. Les niveaux de T6P pourraient donc refléter la disponibilité 
des hexoses phosphate et de l'UDP-glucose et donc aussi du saccharose qui est le 
sucre approvisionnant ce pool (Paul, 2007; Paul et al., 2008). Comme le T6P et le 
tréhalose ne font pas partie du flux métabolique principal chez les plantes, leur 
synthèse peut donc fluctuer sans compromettre d'autres fonctions. L'expression 
constitutive de AtTPS1 permettrait l'augmentation des taux de T6P dans des 
conditions d'approvisionnements et leur diminution lors de carences. L'augmentation 
des taux de T6P en présence de saccharose pourrait aussi être due à l'activité de 
AtTPS5 dont l'expression est induite par le saccharose (Schluepmann et al., 2004).  
 
3.2.1.2  Le T6P régule le métabolisme de l'amidon 
 
Le rôle du T6P en tant qu'indicateur de la disponibilité de différents sucres a 
été validé par la mise en évidence de son action régulatrice sur la synthèse 
d'amidon. Le métabolisme de l'amidon et notamment l'enzyme clé de la synthèse de 
l'amidon, l'ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase), ont été les premières cibles 
identifiées du T6P (Kolbe et al., 2005; Tiessen et al., 2002). Des arabettes 
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transgéniques exprimant otsA présentent une production accrue d'amidon et l'inverse 
est observé chez les plantes exprimant otsB (Kolbe et al., 2005). Le moyen par 
lequel le T6P modifie la synthèse d'amidon a été élucidé : il régule l'AGPase de 
manière post-traductionnelle par une activation redox, dépendante de la thioredoxine 
(Kolbe et al., 2005). Cette activation se produit lorsque le saccharose est présent en 
grandes quantités ce qui induit de forts niveaux de T6P (Lunn et al., 2006; 
Schluepmann et al., 2004). D'autre part, un fort contenu en T6P active aussi 
l'expression du gène codant pour l'AGPase (Zhang et al., 2009). Ces données 
renforcent le modèle selon lequel le T6P reflète les conditions de fort 
approvisionnement en carbohydrates ; il transmettrait cette information aux 
chloroplastes pour activer la synthèse d'amidon.  
 D'autre part, en réponse à un approvisionnement en tréhalose, l'AGPase est 
activée transcriptionnellement et les plantes accumulent de l'amidon (Wingler et al., 
2000). Cette accumulation serait due à l'inhibition de la dégradation de l'amidon par 
l'intermédiaire du facteur de transcription ABI4 (Ramon et al., 2007). 
  
L'AGPase et le métabolisme de l'amidon constituent donc un des sites d'action 
du T6P. Ce dernier coordonne la synthèse d'amidon dans le chloroplaste avec le 
statut en saccharose du cytoplasme. Cependant les effets observés du métabolisme 
du tréhalose sur la résistance aux stress abiotiques, la division cellulaire, la synthèse 
des parois, la forme des cellules ne peuvent pas s’expliquer simplement par les 
effets du T6P sur la synthèse d'amidon. Le T6P possède vraisemblablement une ou 
plusieurs cibles supplémentaires lui permettant d'exercer une fonction plus générale 
de coordination de la croissance et du développement avec la taille du pool d'UDP-
glucose et de glucose-6-phosphate. Une de ses cibles a récemment été identifiée : il 
s'agit d'une protéine kinase ayant un rôle clé dans la réponse cellulaire à la carence 
en source de carbone (Zhang et al., 2009).  
 
3.2.1.3 Le T6P inhibe l'activité de la protéine kinase SnRK1 
 
 Une voie de signalisation importante chez les plantes se fait par la protéine 
kinase SnRK1 (pour sucrose nonfermenting 1-related protein kinase) appartenant à 
la famille des protéines kinases indépendantes du calcium (Hardie, 2007; Polge and 
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Thomas, 2007). Ces kinases remplissent une fonction fondamentale dans la 
régulation transcriptionnelle, métabolique et développementale en réponse à des 
limitations en énergie et à des carences en source de carbone (Hardie, 2007). Chez 
les plantes, SnRK1 semble consister en un complexe hétérotrimérique constitué 
entre autre d'une sous unité catalytique AKIN10 ou AKIN11 (Polge and Thomas, 
2007). Il a été montré que SnRK1 régule le métabolisme et la croissance en réponse 
à une faible disponibilité du carbone (Baena-Gonzalez et al., 2007). Elle active des 
gènes impliqués dans les processus de dégradation et de photosynthèse et inhibe au 
contraire les gènes impliqués dans les processus biosynthétiques (Baena-Gonzalez 
et al., 2007).  
 Une étude récente a pu démontrer que de faibles concentrations en T6P (de 
l'ordre du micromolaire) suffisent à inhiber de 50% l'activité de SnRK1 dans des 
plantules d'A. thaliana (Zhang et al., 2009). Le T6P agit sur SnRK1 via un facteur 
intermédiaire non identifié probablement de nature protéique. L'inhibition de SnRK1 
est effective dans tous les tissus sauf dans les feuilles matures chez lesquelles ce 
facteur est absent. L'étude du transcriptome d'arabettes transgéniques exprimant 
otsA d'E. coli, donc ayant un fort contenu en T6P, est cohérente avec l'inhibition de 
SnRK1 par le T6P in vivo (Zhang et al., 2009). Dans ces plantes, les gènes impliqués 
dans la photosynthèse et la dégradation sont inhibés. Au contraire, les gènes 
impliqués dans les réactions biosynthétiques (synthèse d'acides aminés, de 
protéines, de nucléotides), le cycle de l’acide tricarboxylique, le transport 
mitochondrial des électrons sont activés. Le T6P semble donc agir dans les tissus 
en croissance en inhibant SnRK1 afin d'y promouvoir les réactions de 
biosynthèse. L'identification du mode de signalisation du T6P fournit une base 
mécanistique pour expliquer la fonction et la puissance du T6P chez les plantes.  
 
3.2.1.4 AtTPS1 régule la signalisation de l'acide abscissique et du 
glucose 
 
Le métabolisme du tréhalose semble jouer un rôle central dans la régulation 
des voies de signalisation du glucose et de l'acide abscissique (ABA). En effet, des 
arabettes transgéniques surexprimant AtTPS1 présentent des phénotypes 
d'insensibilité au glucose et à l'ABA (Avonce et al., 2004) ; leur germination est moins 
altérée par la présence d'ABA et leur croissance en présence de concentrations 
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élevées de glucose n'est pas retardée. Dans ces plantes, l'expression du facteur de 
transcription ABI4, qui joue un rôle central dans la transduction du signal ABA, est 
activée mais elle est réprimée lorsque ces plantes sont cultivées en présence de 
glucose. Parallèlement, il n'y a pas d'augmentation des niveaux d'ABA en présence 
de glucose contrairement à ce qui est observé chez les plantes sauvages (Avonce et 
al., 2004). AtTPS1 semble donc réguler le facteur de transcription ABI4 de concert 
avec le glucose.  
 
3.2.1.5 Le T6P et la réponse aux stress 
 
L'introduction de gènes du métabolisme in planta a permis de générer des 
plantes plus résistantes à différents stress (Tableau 5). Cette tolérance accrue 
pourrait être due à une accumulation du composé protecteur qu'est le tréhalose. Une 
augmentation de la concentration en tréhalose est d'ailleurs observé chez certaines 
plantes au cours de stress salins (Fougere et al., 1991). Cependant, les niveaux de 
tréhalose dans ces plantes augmentent peu ce qui exclurait un rôle de protection. La 
résistance aux stress pourrait donc plutôt être reliée à d'autres fonctions du tréhalose 
ou à l'augmentation des quantités du sucre signal qu'est le T6P.  
 
Régulation des réponses au stress par le métabolisme du tréhalose 
Comme nous venons de le voir, la TPS principale d'Arabidopsis régule 
l'expression d'un facteur de transcription clé de la signalisation de l'ABA. Cette 
hormone, connue pour être responsable de la dormance des graines, joue un rôle 
important dans les défenses végétales. Son rôle est complexe et encore en partie 
incompris. Elle promeut l'adaptation aux stress abiotiques, en particulier la réponse 
au stress hydrique en induisant la fermeture des stomates (Hirayama and Shinozaki, 
2007; Schroeder et al., 2001). A l'inverse, elle favorise la sensibilité aux agents 
pathogènes biotrophes et nécrotrophes ; en effet, des mutants déficients dans la voie 
de l'ABA sont plus résistants aux agents pathogènes (Anderson et al., 2004; 
Audenaert et al., 2002). Elle agit comme un régulateur négatif des défenses 
végétales contre les stress biotiques en inhibant la voie de l'acide salicylique d'une 
part et de la voie de l'éthylène/acide jasmonique d'autre part (pour revue : (Mauch-
Mani and Mauch, 2005; Robert-Seilaniantz et al., 2007) (Figure 4). Cependant dans 
 130
  Résultats. Chapitre 2 
certains cas, cette hormone promeut au contraire la résistance (Adie et al., 2007). En 
régulant la voie de signalisation de l'ABA, le métabolisme du tréhalose contrôle donc 
peut-être les réponses végétales aux stress biotiques et abiotiques  
D'autre part, Schluepmann et al. ont réalisé une étude transcriptomique 
d'arabettes ayant différents contenus en T6P (plantes transgéniques exprimant des 
gènes du métabolisme du tréhalose d'E. coli et plantes sauvages cultivées en 
présence de différents de sucres) (Schluepmann et al., 2004). L'expression de 
plusieurs gènes d'Arabidopsis a pu ainsi être corrélée avec des taux élevés de T6P. 
Parmi eux se trouvent une kinase connue pour être induite par le sel et le froid ainsi 
que des protéines impliquées dans des cascades de signalisation connues pour être 
actives en réponse aux stress abiotiques (Cheong et al., 2003; Mizoguchi et al., 
1996). Des gènes de réponses aux stress biotiques comme PR-4 ont également une 
expression corrélée positivement avec les niveaux de T6P. Ces résultats suggèrent 
que le T6P est un régulateur positif des gènes de réponse aux stress biotiques et 
abiotiques. Cependant, ces résultats sont en contradiction avec une autre étude 
montrant que le tréhalose réprime les gènes impliqués dans les stress abiotiques 
(Bae et al., 2005). Schluepman et al. mentionnent également qu'ils ont pu observer 
une résistance accrue des arabettes accumulant le T6P vis-à-vis de Peronospora 
parasitica (Schluepmann et al., 2004). Enfin, la surexpression de la TPP du riz 
résulte en l'activation des gènes de réponse aux stress abiotiques (Ge et al., 2008).  
 
Expression des gènes du métabolisme du tréhalose en réponse aux stress 
Les gènes du métabolisme du tréhalose sont finement régulés en réponse aux 
stress abiotiques notamment en réponse au froid et aux stress osmotique et salin 
(Iordachescu and Imai, 2008). 
Dans les racines, les TPS de classe I sont activées par de nombreux stress 
sauf AtTPS1. Le gène AtTPS3 est induit fortement (entre 16 et 48 fois) et par tout 
type de stress. Dans les parties aériennes, AtTPS3 est au contraire réprimé par le 
froid. L'expression de AtTPS5 est induite suite à une augmentation de température et 
la protéine AtTPS5 interagit avec l'activateur transcriptionnel MBF1c qui est un 
régulateur clé de la thermotolérance (Suzuki et al., 2008). Les TPS de classe II, qui 
possèdent à la fois un domaine TPS et un domaine TPP, sont spécifiquement 
induites par certains stress, surtout au niveau racinaire. Au cours de l'infection d'A. 
thaliana par la souche GMI1000 de R. solanacearum, on constate une augmentation 
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de la transcription des gènes AtTPS8 et AtTPS11 d'un facteur 4 (Hu et al., 2008) (X. 
Barlet et Y. Marco, communication personnelle).  
Les TPP ont les profils d'expression les plus complexes. AtTPPA et AtTPPB 
sont respectivement réprimées par le stress osmotique. Mais les autres TPP sont 
généralement induites par les stress abiotiques surtout par le froid, le stress salin et, 
dans une moindre mesure, par la sècheresse (Iordachescu and Imai, 2008; Li et al., 
2008). Certaines sont également activées par l'hypoxie et le nitrate (Liu et al., 2005; 
Wang et al., 2003). Chez le riz, la transcription des gènes codant pour les TPP est 
également induite par les stress abiotiques (froid, sécheresse, sel) et l'acide 
abscissique (Pramanik and Imai, 2005; Shima et al., 2007). L'expression de AtTPPD 
est induite plus de 160 fois suite à l'infiltration de P. syringae ce qui indique son 
implication dans la réponse au stress biotique (Iordachescu and Imai, 2008). 
L'expression des TPP lors d'un stress pourrait conduire à la conversion du T6P en 
tréhalose et réduire ainsi les niveaux de T6P intracellulaires.  
 
Le rôle du métabolisme du tréhalose dans la réponse aux stress n'est donc 
pas clair à ce jour. Il se pourrait que, lors d'un stress, le T6P s'accumule et active des 
réponses de défense puis les TPP entrent en jeu afin de ramener les niveaux de T6P 
à la normale. Il est également possible que la réponse adéquate au stress nécessite 
au contraire une baisse des niveaux de T6P et/ou une augmentation des taux de 
tréhalose ce qui expliquerait l'activation de l'expression des TPP lors d'un stress.  
 
3.2.1.6 Modèle actuel du mode d'action du T6P chez les plantes 
 
 Le T6P perçoit la taille du pool en glucose-6-phosphate et UDP-glucose qui 
sont ses précurseurs ; ces derniers étant issus de la dégradation du saccharose, ils 
reflètent la disponibilité du saccharose (Figure 56). Le T6P peut donc agir comme un 
indicateur des quantités de saccharose présentes dans le cytoplasme. 
Dans des conditions où le saccharose est disponible, les niveaux 
intracellulaires de T6P augmentent (Lunn et al., 2006). Il informe les chloroplastes 
des bonnes conditions d'approvisionnement en métabolites ; il induit alors la mise en 
réserve des sucres par l'activation de la synthèse de l'amidon. Pour cela, il active 
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Figure 56. Rôle de la voie du tréhalose chez les plantes. Le T6P est un métabolite 
signal en connexion avec la taille du pool d’hexoses phosphates et d’UDP-glucose. 
Différents signaux internes et externes comme la disponibilité en carbone et les stress 
régulent les TPS et les TPP. Le T6P relie le statut en carbone du cytoplasme à la 
synthèse d’amidon dans les chloroplastes. Il coordonne le métabolisme avec le 
développement en régulant la protéine kinase SnRK1 (pour sucrose nonfermenting 1-
related protein kinase). (Schéma modifié à partir de Paul et al., 2008)
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de l'amidon : l'AGPase (Kolbe et al., 2005; Zhang et al., 2009). Le T6P indique aussi 
la disponibilité en saccharose en inhibant le régulateur central qu'est SnRK1. Il 
contrecarre ainsi les réponses à la carence promues par SnRK1 et permet la 
croissance et la synthèse de composés finis en régulant des gènes des processus 
de biosynthèse (Zhang et al., 2009).  
Lors de carences, les quantités de T6P sont restreintes. Il en est peut-être de 
même lors de stress du fait de l'expression des TPP. Dans ces conditions, le T6P 
serait présent en trop faible quantité pour inhiber SnRK1 ce qui conduirait à la mise 
en place de processus de dégradation et à l'inhibition de la biosynthèse et de la 
croissance.  
Le T6P est donc un sucre signal qui coordonne le métabolisme avec le 
développement en fonction de la disponibilité en saccharose. Le métabolisme du 
tréhalose intervient également dans la réponse aux stress abiotiques et biotiques 
mais la manière dont il interagit avec les réponses aux stress est encore largement 
inconnue.  
 
3.2.2 Rôles potentiels de l'effecteur de type III RipTPS au cours de 
l'infection 
 
Au cours de l'infection, R. solanacearum injecte dans les cellules végétales 
RipTPS, un effecteur de type III ayant une activité tréhalose-6-phosphate synthase. 
Selon l'intensité de son activité enzymatique in planta qui reste encore à déterminer, 
cet effecteur modifierait subtilement ou fortement le contenu en T6P. Le T6P étant un 
régulateur métabolique qui a le même impact qu'une hormone, RipTPS pourrait 
perturber les voies de signalisation végétales dépendantes du T6P ce qui pourrait 
être déterminant au cours de l'infection, en temps et lieu contrôlés. R. solanacearum 
produit d'ailleurs d'autres molécules ayant le potentiel d'interférer avec les voies de 
signalisation végétales comme l'éthylène et une molécule dérivée de l'indole 
(Delaspre et al., 2007; Valls et al., 2006). Nos connaissances sur les effets de 
RipTPS sont encore insuffisantes pour connaître son rôle au cours de l'infection ; 
cependant nous pouvons émettre plusieurs hypothèses  grâce aux découvertes 



























Figure 57. Rôles putatifs de RipTPS au cours de l’infection.  
Une fois injecté dans les cellules végétales, l’effecteur RipTPS conduit à une synthèse 
de T6P. Le T6P mais aussi la protéine RipTPS par elle-même peuvent avoir différents 
effets sur la physiologie végétale. RipTPS pourrait supprimer les défenses végétales 
en conduisant à la synthèse ABA ou en reprogrammant l’expression des gènes de 
défense. Cet effecteur pourrait aussi avoir pour conséquence de réorienter le 
métabolisme végétal. Cela serait un moyen de leurrer la plante sur son statut carboné 
et/ou d’induire des biosynthèses dont les produits pourront être utilisés en tant que 
nutriments par la bactérie. Enfin, il est possible que l’injection d’une TPS dans les 
cellules végétales au cours de l’infection permette aux cellules de mieux tolérer le 
stress hydrique causé par R. solanacearum ; cela permettrait à la bactérie de 
prolonger son approvisionnement en nutriments et donc sa prolifération. 
Noyau
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RipTPS pourrait altérer les réponses de défenses végétales 
 Bien que RipTPS soit un ET3 particulier dans le sens qu'il est relié au 
métabolisme végétal, on ne peut exclure que son rôle soit de supprimer les défenses 
végétales. En effet, le métabolisme végétal du tréhalose semble réguler certaines 
réponses de défense comme la voie de signalisation de l'ABA et l'expression de 
gènes de défense. RipTPS pourrait donc modifier les voies de défense mises en 
place et, ainsi, diminuer les réponses de la plante à l'infection. Cet ET3 pourrait par 
exemple augmenter la synthèse d'ABA. Cela a déjà été décrit chez d'autres bactéries 
pathogènes. P. syringae entraîne en effet une augmentation des niveaux endogènes 
d'ABA de manière dépendante du SST3 et l'ABA supprime la mise en place des 
défenses comme les dépôts de callose. L'expression d'AvrPtoB in planta suffit à 
augmenter les niveaux d'ABA (de Torres-Zabala et al., 2007). L'effecteur HopAM1 
n'entraîne pas une augmentation des niveaux d'ABA mais augmente les réponses 
végétales à l'ABA ; il accélère par exemple la fermeture des stomates en réponse à 
l'ABA (Goel et al., 2008). Les ET3 de P. syringae manipulent donc la production 
d'ABA et les réponses qui en dépendent afin de supprimer les défenses végétales ; 
RipTPS pourrait agir de la même manière. 
 
La production de T6P par RipTPS pourrait réorienter le métabolisme végétal dans un 
sens favorable à R. solanacearum 
La production anormale de T6P par RipTPS pourrait altérer les réponses de la 
plante à l'infection. On peut imaginer que l'infection par R. solanacearum soit perçue 
par la plante comme un stress ou bien qu'elle diminue l'approvisionnement normal en 
saccharose. Les taux de T6P seraient alors faibles dans les cellules végétales ce qui 
permettraient notamment l'activation de SnRK1 et la mise en place de réponses à la 
carence. RipTPS pourrait inverser cette signalisation en produisant du T6P. Cela 
serait un moyen de leurrer la plante, en l'empêchant de se rendre compte de 
l'altération de son métabolisme carboné et/ou de la présence d'un stress. La plante 
ne mettrait alors pas en place des réponses adéquates ce qui contribuerait à son 
affaiblissement et favoriserait la croissance de l'agent pathogène.  
Il est également possible que la production de T6P par RipTPS favorise la 
synthèse de composés qui pourront être utilisés comme des nutriments par les 
bactéries. Etant donné la forte distribution de RipTPS au sein de l'espèce R. 
solanacearum, il est en effet tentant de spéculer que cet ET3 remplit des fonctions 
 134
  Résultats. Chapitre 2 
basales, primitives au cours de l'infection comme l'extraction des nutriments de 
l'hôte. Cette action pourrait être réalisée par l'inhibition de SnRK1 et donc la mise en 
place de processus de biosynthèse. On ne peut exclure que l'objectif final de RipTPS 
soit de conduire à une production accrue de tréhalose, et non de T6P, grâce à la 
conversion du T6P en tréhalose par les TPP végétales ; le tréhalose produit pourrait 
être utilisé comme source de carbone et d'énergie par les bactéries.  
 
RipTPS pourrait retarder le flétrissement de l'hôte afin d'augmenter la prolifération 
bactérienne  
Chez les plantes, le T6P semble favoriser la tolérance au stress notamment 
au stress hydrique. En effet, l'introduction d'une TPS exogène suffit à améliorer la 
résistance des plantes à la sécheresse (Tableau 5). D'autre part, AtTPS1 active la 
voie de signalisation de l'ABA, hormone importante de la tolérance à la sécheresse.  
Il est donc possible que le T6P produit par RipTPS protège les plantes du stress 
hydrique causé par R. solanacearum, qui, rappelons le, est un agent pathogène 
vasculaire limitant les flux hydriques. A première vue, cela peut sembler 
contradictoire étant donné que l'issue de l'interaction est le flétrissement et la mort de 
la plante infectée. Cependant, la plante étant en fait un lieu de prolifération pour R. 
solanacearum, on peut penser que l'"intérêt" de la bactérie ne soit pas de tuer 
rapidement son hôte mais plutôt de le maintenir le plus longtemps possible afin de 
pouvoir y atteindre de fortes densités de population. Il a d'ailleurs déjà été démontré 
que certains ET3 de bactéries phytopathogènes retardent ou diminuent les 
symptômes de la maladie notamment la mort cellulaire ce qui favorise parfois la 
multiplication bactérienne in planta (Kim et al., 2008; Lopez-Solanilla et al., 2004). Il 
est donc possible que RipTPS aide les cellules végétales à retenir l'eau et à survivre 
au cours de l'infection ; ainsi, R. solanacearum peut profiter plus longtemps des 
nutriments fournis par la plante. Puis lorsque les bactéries dépassent une certaine 
densité cellulaire, l'obstruction des vaisseaux devient telle que les plantes flétrissent.  
 
RipTPS pourrait agir indépendamment de son activité catalytique. 
Enfin, il est concevable que la fonction de RipTPS au cours de l'infection ne 
soit pas de produire du T6P ni de conduire à une synthèse de tréhalose. En effet, il a 
pu être montré que les TPS peuvent avoir des actions indépendamment de leur 
activité enzymatique. Chez le champignon phytopathogène Magnaporthe grisea, 
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TPS1 joue un rôle central dans l'intégration du métabolisme de l'azote et du carbone 
et dans l'établissement de la maladie mais ces rôles ne sont pas reliés à sa fonction 
catalytique. Le mutant Δtps1 accumule de fortes quantités de glucose-6-phosphate 
et a perdu sa capacité à utiliser le nitrate comme source d'azote, à sporuler et à 
causer la maladie sur le riz (Foster et al., 2003; Wilson et al., 2007). Ce mutant est 
également incapable de croître en présence de glucose ce qui est du au rôle de 
TPS1 dans le contrôle des niveaux de NADPH via la régulation de la voie des 
pentoses phosphates. Des versions mutantes de la protéine TPS1 ne différant que 
d'un acide aminé avec la protéine sauvage et ne possédant plus d'activité 
enzymatique parviennent cependant à restaurer la production normale de glucose-6-
phosphate, la sporulation et la virulence. Ces différents processus sont donc 
contrôlés par TPS1 mais de manière indépendante de son activité catalytique 
(Wilson et al., 2007). Ils nécessitent la présence de TPS1, en particulier sa liaison 
efficace au glucose-6-phosphate ; TPS1 serait ici aussi un indicateur des niveaux de 
glucose-6-phosphate. Ce mode d'action de TPS1 de M. grisea est peut-être 
transposable à d'autres TPS. Dans ce cas, on peut imaginer que RipTPS ait des 
effets, non pas en synthétisant du T6P, mais en liant le glucose-6-phosphate et/ou 
en agissant directement sur des cibles cellulaires.  
 
 
 RipTPS est le premier effecteur de type III auquel est attribuée une activité 
TPS. Plus généralement, il s'agit à ma connaissance de la première fois qu'un ET3 
d'agent phytopathogène est directement relié au métabolisme végétal.  Il aurait donc 
un mode d'action original ; en effet, sa fonction semble indiquer qu'il perturbe une 
voie de signalisation centrale du métabolisme. Cela laisse ouverte la possibilité qu'il 
agisse en réorientant le métabolisme végétal et non pas en supprimant les défenses, 
contrairement à la grande majorité des ET3 étudiés à ce jour. Il existe un autre cas 
de bactéries phytopathogènes manipulant le métabolisme végétal ; il s'agit des 
bactéries A. tumefaciens qui injectent, dans les cellules végétales, de l'ADN portant 
des gènes de synthèse des opines. Ces composés sont alors produits par la plante 





  Résultats. Chapitre 2 
3.2.3 Perspectives 
 
3.2.3.1 Quelle est la contribution de RipTPS au pouvoir pathogène de R. 
solanacearum ?  
 
Nous n'avons pas observé de différentiel de virulence entre la souche 
sauvage GMI1000 et le mutant dépourvu de RipTPS sur plusieurs plantes hôtes 
testées. Afin de mettre en évidence une éventuelle contribution de RipTPS à la 
pathogénie, nous pourrions élargir la gamme de plantes hôtes testées. Nous 
pourrions également procéder à des analyses plus fines comme par exemple la 
quantification de la croissance bactérienne in planta. Cela peut être réalisé sur des 
écotypes d'arabettes sensibles. Mais afin de pouvoir visualiser des différences plus 
subtiles de développement bactérien, il serait peut être intéressant de réaliser ces 
mesures sur l'écotype résistant Nd-1 d'A. thaliana dans lequel la souche GMI1000 
est capable de se multiplier à un degré moindre. De plus, en émettant l'hypothèse 
que RipTPS protège les plantes du stress hydrique, nous pourrions tester si, comme 
HopAM1 de P. syringae, RipTPS favorise la croissance de R. solanacearum sur des 
plantes ayant subi un stress hydrique (Goel et al., 2008).  
L'étude de la sensibilité des lignées transgéniques ripTPS est un enjeu majeur 
de la suite de ce travail. Il est donc impératif de trouver des conditions standardisées 
compatibles avec un bon état des plantes transgéniques et une infection correcte par 
R. solanacearum. Si l'injection de RipTPS dans les cellules végétales facilite la 
croissance de l'agent pathogène, alors les plantes transgéniques exprimant ripTPS 
devraient être plus sensibles à l'infection. Au contraire, si RipTPS a par exemple pour 
rôle de ralentir le flétrissement, alors les lignées ripTPS devraient être plus 
résistantes.  
D'autre part, on pourra se demander si RipTPS modifie exclusivement la 
croissance de R. solanacearum ou bien s'il a des effets plus généraux. Nous 
envisageons donc de réaliser ces mêmes expériences avec différents agents 
pathogènes. L'utilisation de la bactérie pathogène foliaire P. syringae permettrait par 
exemple d'examiner s'il existe une implication du T6P dans la sensibilité ou la 
résistance d'Arabidopsis envers un autre pathogène utilisant un mode d'infection 
épiphyte. Enfin, une méthode souvent utilisée pour démontrer la contribution d'un 
ET3 à la croissance bactérienne in planta est de quantifier la croissance bactérienne 
 137
  Résultats. Chapitre 2 
d'un mutant dépourvu du SST3 dans des plantes transgéniques exprimant l'ET3 
étudié (Goel et al., 2008; Kim et al., 2005b). L'inoculation des lignées ripTPS avec un 
mutant hrp de R. solanacearum ou de P. syringae pourrait donc également permettre 
de répondre à cette question.  
 
3.2.3.2 Les effets de RipTPS in planta sont-ils dus à une production de 
T6P ? 
 
A l’avenir, il faudra prouver que RipTPS produit du T6P in planta. Pour cela, nous 
pourrons comparer les niveaux de T6P dans les plantes transgéniques exprimant 
ripTPS à ceux de plantes sauvages. Le dosage du T6P n'est pas trivial et a 
longtemps été limitant pour l'étude du métabolisme du tréhalose chez les plantes. 
Cependant, la technique permettant la détection de T6P dans du matériel végétal a 
été améliorée ces dernières années et permet aujourd'hui de détecter de faibles 
quantités de T6P (Delatte et al., 2009; Lunn et al., 2006). Cette méthode a déjà pu 
être appliquée par d'autres auteurs (Veyres et al., 2008).  
 
Dans un second temps, il faudra déterminer si les phénotypes observés chez les 
plantes transgéniques ripTPS sont dépendants de son activité enzymatique. Pour 
cela, des arabettes transgéniques exprimant des versions de RipTPS mutées 
chacune sur un acide aminé de la poche de liaison au glucose-6-phosphate, à savoir 
RipTPSY154V, RipTPSW163S et RipTPSD208G, sont en cours de construction. Si ces 
arabettes présentent certains des phénotypes observés chez les plantes exprimant 
RipTPS, alors cela montrera que RipTPS agit sur certains processus 
indépendamment de son activité catalytique. Au contraire, si ces arabettes sont en 
tous points comparables aux plantes sauvages, alors on pourra penser que RipTPS 
agit exclusivement en produisant du T6P.  
Avant de pouvoir conclure, il nous faudra cependant vérifier la perte d'activité des 
mutants catalytiques RipTPSY154V, RipTPSW163S et RipTPSD208G. Les expériences de 
complémentation ayant permis de démontrer l'activité TPS de RipTPS ont été 
réalisées dans la souche tps1* qui est dérivée du mutant tps1 JF1476. Cette souche 
semble altérée dans son activité TPP ce qui nous permet d'y détecter du T6P. 
Cependant une version de RipTPS portant une étiquette triple HA a une activité 
enzymatique plus faible que la protéine sauvage et la production de T6P reste alors 
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en deçà des seuils de détection. Or les versions mutées de RipTPS que nous avons 
générées portent également une étiquette triple HA. Afin de vérifier la perte d'activité 
enzymatique de ces mutants, nous devons trouver des conditions permettant de 
détecter la production de T6P par RipTPS-HA. Une possibilité serait de 
complémenter une souche de levure dépourvue à la fois d'activité TPS et TPP ; dans 
ce double mutant tps1 tps2, le T6P produit ne serait pas converti en tréhalose et 
s'accumulerait donc de manière plus importante que dans la souche tps1*. Une autre 
solution serait d'utiliser des protéines non marquées et de vérifier leur expression 
grâce à un anticorps anti-RipTPS. Ensuite, nous envisageons de mesurer les taux de 
T6P dans les arabettes transgéniques exprimant RipTPSY154V, RipTPSW163S et 
RipTPSD208G afin de s'assurer qu'ils sont équivalents à ceux des arabettes sauvages.  
 
3.2.3.3 Quelles sont les cibles végétales de RipTPS et/ou du T6P produit 
par RipTPS? 
 
Une question importante à laquelle il reste à répondre est : quel est l'intérêt pour 
R. solanacearum d'injecter une TPS au cours de l'infection ? Autrement dit quelles 
sont les fonctions exercées par RipTPS et/ou par le T6P qu'elle produit dans les 
cellules végétales ?  
 
L'effecteur RipTPS supprime-t-il les défenses végétales ? 
On ne peut exclure que le rôle de RipTPS soit de supprimer les défenses 
végétales comme le font de nombreux ET3 de bactéries phytopathogènes. Une des 
premières pistes à explorer en ce sens serait d’examiner si une réponse de défense 
de la plante, i.e la mise en place de dépôts de callose dans les tissus foliaires en 
réponse à la détection de P. syringae (Hauck P PNAS 2003), est altérée par RipTPS. 
Si RipTPS supprime les réponses de défense, alors nous ne devrions plus observer 
de dépôts de callose lorsque ce mutant est infiltré dans les plantes ripTPS.  Cela a 
déjà pu être montré chez d'autres plantes exprimant un ET3 suppresseur des 
défenses (Goel et al., 2008; Kim et al., 2005b). D'autre part, il est possible que 
l'expression de certains gènes marqueurs des défenses comme les gènes PR, 
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Caractérisation des plantes transgéniques 
Pour identifier les fonctions végétales ciblées par RipTPS, il faudra affiner la 
caractérisation phénotypique des plantes transgéniques exprimant cet ET3. Cela 
nous permettra notamment de savoir si RipTPS confère une résistance accrue au 
stress hydrique.  
Les cibles végétales du T6P commençant à être identifiées, il serait intéressant 
de savoir si le T6P produit par RipTPS agit sur certaines de ces cibles comme 
l'AGPase, SnRK1 ou la voie de l'ABA. Nous pourrions par exemple mesurer l'activité 
de SnRK1 et l'expression de ses gènes cibles dans les plantes transgéniques 
ripTPS. Nous pourrions également tester si RipTPS agit sur la production d'ABA 
et/ou sur les réponses végétales à l'ABA.  
 
 
En conclusion, nous avons identifié parmi les 74 ET3 candidats de R. 
solanacearum GMI1000 un effecteur ayant une activité tréhalose-6-phosphate 
synthase. Une telle fonction enzymatique n'a jusqu'alors jamais été attribuée à un 
ET3. L’importance du métabolisme du tréhalose dans la physiologie végétale 
suggère que l’injection par R. solanacearum d’une TPS dans les cellules végétales 
pourrait entraîner des modifications physiologiques désavantageant la plante et/ou 
profitant au pathogène. Cet ET3 pourrait notamment agir en réorientant le 
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3.3 Rôles de RipTPS dans l'ETI 
 
3.3.1 RipTPS élicite une nécrose de type HR sur N. tabacum 
 
L'expression transitoire de RipTPS in planta conduit à l'apparition d'une 
nécrose de type HR spécifiquement sur l'espèce végétale N. tabacum. Cette réponse 
est également provoquée par la seule moitié C-terminale de RipTPS (RipTPS336-557) 
ainsi que par les mutants catalytiques RipTPSY154V, RipTPSW163S et RipTPSD208G. Elle 
n'est donc vraisemblablement pas provoquée par l'activité enzymatique de RipTPS.  
Plusieurs arguments laissent à penser que la nécrose observée est une HR. 
En effet, cette réponse est macroscopiquement similaire à une HR et elle apparaît 
très rapidement après l'agroinfiltration. De plus, elle est spécifique de N. tabacum. 
Elle n'apparaît pas sur deux autres espèces du genre Nicotiana que sont N. 
benthamiana et N. glutinosa. Par ailleurs, on aurait pu penser qu'il s'agisse d'une 
nécrose causée par l'augmentation des niveaux de T6P dans les cellules exprimant 
RipTPS. Cela n'est pas le cas car cette nécrose ne dépend pas de l'activité 
enzymatique de RipTPS. De plus, cela serait alors surprenant que seule l'espèce N. 
tabacum soit affectée.  
 
RipTPS élicite donc une HR sur N. tabacum qui est une espèce résistante à 
R. solanacearum GMI1000. L'élicitation d'une HR par RipTPS montre que cet 
ET3 est détecté par le système immunitaire végétal. Cela indique qu'il doit exister 
chez N. tabacum une protéine de résistance capable de reconnaître RipTPS de 
manière directe ou indirecte. Cette protéine R et/ou la protéine gardée par cette 
protéine R sont vraisemblablement absentes chez N. benthamiana et N. glutinosa.  
 
3.3.2 Quelle est la contribution de RipTPS à la HR élicitée par R. 
solanacearum GMI1000 sur N. tabacum ? 
 
L'infiltration de la souche GMI1000 dans le parenchyme foliaire de N. tabacum 
provoque une HR. Cette HR est déterminée par les deux ET3 AvrA et PopP1 
(Poueymiro et al., 2009). En effet, un double mutant avrA popP1 de la souche 
GMI1000 n'élicite pas de HR deux jours après infiltration. La contribution de AvrA est 
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plus importante que celle de PopP1 : un simple mutant avrA provoque une HR 
restreinte alors qu'un simple mutant popP1 élicite une HR d'intensité comparable à 
celle de la souche GMI1000 (Poueymiro et al., 2009).  
Plusieurs jours après infiltration, le mutant avrA popP1 conduit généralement à 
des lésions symptomatiques similaires à celles provoquées par la souche pathogène 
K60 La disruption de AvrA et PopP1 rend la souche GMI1000 capable de faire flétrir 
N. tabacum (Poueymiro et al., 2009). Cependant, le mutant avrA popP1 provoque 
parfois une HR retardée ce qui suggère, que, selon les conditions 
environnementales, certains ET3 présents dans cette souche sont capables d'induire 
une HR. Il est possible que RipTPS fasse partie de ces ET3 qui contribuent de 
manière minime à la HR élicitée par la souche GMI1000. Il serait donc intéressant de 
tester la réponse de N. tabacum à l'infiltration d'un triple mutant avrA popP1 ripTPS.  
Il est également possible que la HR élicitée par RipTPS dans des 
conditions d'expression transitoire soit supprimée par un ou plusieurs autres 
ET3 au cours de l'interaction R. solanacearum / N. tabacum. Cette fonction de 
suppression de HR a déjà été attribuée à certains ET3 de Pseudomonas et 
Xanthomonas (Tableau 4) (Guo et al., 2009). Cela expliquerait le fait que, malgré 
l'intensité de la HR provoquée par l'expression transitoire de RipTPS, sa contribution 
à la HR élicitée par la souche GMI1000 soit minime voire nulle. Cette hypothèse 
serait validée si l'on identifiait un ET3 de R. solanacearum capable d'inhiber 
l'apparition de la HR lorsqu'il est exprimé simultanément à RipTPS.  
 
3.3.3 De nombreux ET3 élicitent une nécrose de type HR  
 
 En réalité, AvrA, PopP1 et RipTPS ne sont pas les seuls ET3 à induire une 
HR. En effet, l'expression transitoire de plusieurs ET3 de R. solanacearum conduit 
aussi à une nécrose de type HR. Ainsi, sur 42 ET3 testés, 7 provoquent ce type de 
réponse sur N. tabacum, 12 sur N. benthamiana et 6 sur N. glutinosa (A-C. Cazalé-
Noël, communication personnelle).  
 Un constat similaire est fait chez P. syringae. En effet, la moitié des ET3 P. 
syringae pv. tomato DC3000 élicitent une mort cellulaire chez N. tabacum ou N. 
benthamiana (Cunnac et al., 2009; Wei et al., 2007). Parmi eux, cinq élicitent une 
mort cellulaire rapide lorsqu'ils sont délivrés individuellement chez N. benthamiana 
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mais pas lorsqu'ils sont délivrés avec l'ensemble du répertoire d'ET3 de la souche 
DC3000 (Cunnac et al., 2009). 
 
 Pour l'ensemble de ces ET3, il est possible que l'élicitation de la mort cellulaire 
soit due à une activité excessive de l'ET3 lorsqu'il est exprimé transitoirement sous 
contrôle d'un promoteur fort. Cette hypothèse peut difficilement être appliquée 
lorsque la HR est spécifique à une espèce végétale comme c'est le cas pour 
RipTPS.  
Il est également possible que ces ET3 déclenchent bien une HR lorsqu'ils sont 
surexprimés ; cependant, au cours de l'infection, ils sont vraisemblablement délivrés 
à des niveaux plus faibles dans les cellules végétales, niveaux qui n'autorisent pas 
leur reconnaissance efficace par le système immunitaire végétal. Les protéines R 
sont capables de discrimination entre deux ET3 même très homologues mais la forte 
expression d'un ET3 conduit à une diminution de la spécificité de reconnaissance. 
Ainsi, les protéines Bs3 et Bs4 reconnaissent spécifiquement AvrBs3 et AvrBs4 alors 
que ces deux ET3 partagent 96,6 % d'identité (Ballvora et al., 2001; Pierre et al., 
2000; Schornack et al., 2006). Cependant, l'expression constitutive in planta de 
avrBs3 sous contrôle d'un promoteur fort  élicite une HR dépendante de Bs4 
(Schornack et al., 2004). Les HR observées au cours des tests d'expression 
transitoire correspondent donc peut-être à des réactions croisées non spécifiques 
entre une protéine R et un ET3 en surabondance.  
Enfin, le potentiel d'avirulence des ET3 peut être masqué par des ET3 suppresseurs 
de HR. Dans ce dernier cas, cela suggère que le répertoire d'ET3 de R. 
solanacearum contient un nombre non négligeable d'ET3 suppresseurs de HR et/ou 
qu'il contient des suppresseurs généraux de la mort cellulaire capables d'inhiber la 
HR élicitée par différents ET3. Cela a déjà pu être démontré chez P. syringae (Guo 
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4.1.1 Matériel microbien et conditions de croissance 
  
Les souches et les plasmides utilisés au cours de cette étude sont décrits dans 
le tableau 8. Les cellules d’Escherichia coli sont cultivées à 37°C dans du milieu 
Luria-Bertani (Extraits de levure 5g/L, Bactotryptone 10g/L, NaCl 10g/L). Les 
bactéries Agrobacterium tumefaciens sont cultivées à 28°C dans du LB ou du YEB 
(bactopeptone 5g/l ; extrait de boeuf 5 g/l ; saccharose 5 g/l ; extrait de levure 1 g/l ; 
MgSO4 0,5 g/l ; pH 7,2). Les souches de R. solanacearum sont cultivées à 28°C 
dans le milieu complet B (Bacto-Peptone 10g/l, casaminoacides 1g/l, extraits de 
levure 1g/l) ou dans du milieu minimum (Boucher et al., 1985) complémenté avec 20 
mM de glutamate. Les antibiotiques sont utilisés aux concentrations 
suivantes (mg/litre): ampicilline 100, gentamycine 10 ou 20, kanamycine 25, 
spectinomycine 40, rifampicine 50, carbénicilline 25, spectinomycine 40, tétracycline 
10, chloramphenicol 25. 
Les souches de Saccharomyces cerevisiae sont cultivées dans un milieu 
contenant 1,7 g/l de base azotée pour levure (yeast nitrogen base without amino 
acids – Sigma Y0626), 5g/l de sulfate d’ammonium et supplémenté par l'ensemble 
des acides aminés sauf la leucine, le tryptophane, l’histidine, et l'uracile (Yeast 
synthetic Drop-out medium supplements -  Sigma Y2001). Ces quatre acides aminés 
sont ajoutés, si nécessaire, aux concentrations finales de 100, 20, 20 et 50 mg/l 
respectivement. La source de carbone est du galactose à 2% ou du fructose à 2%. 
Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers remplis à 40% de leur volume total 
et agitées (180 rpm) à 28°C. Les pré-cultures sont réalisées dans les mêmes 
conditions et utilisées pour inoculer les cultures principales à une DO600 initiale de 
0,005 pour les tests de croissance et de 0,2 pour le dosage de T6P lors d’une 
croissance en galactose.  
Pour les expériences de pulse glucose, les levures sont cultivées dans un 
milieu contenant 2% de tréhalose (Sigma), 5g/l de sulfate d’ammonium, 1,76 g/l de 
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Tableau 8. Tableau des souches et plasmides utilisés dans le chapitre 2 des 
résultats
Souche ou plasmide Génotype ou caractéristiques Références
Souches
E. coli
DH5α F- recA  lacZ DM15 Bethesda Research Lab.
R. solanacearum
GMI1000 Souche sauvage (Boucher et al., 1987)
GMI1694 hrcV ::W Specr (Cunnac et al., 2004)
GRS432 GMI1000 ripTPS ::Ω ; Gmr Cette étude
A. tumefaciens
GV3101::pMP90 Fond chromosomique C58, plasmide pMP90 Ti ; Rifr, Gmr (Koncz and Schell, 1986)
GV3101::pMP90RK Fond chromosomique C58, plasmide pMP90RK Ti ; Rifr, Gmr, Kmr (Koncz and Schell, 1986)
S. cerevisiae
CEN.PK113-7D = JF905 Souche sauvage, MATa (van Dijken et al., 2000)
JF1476 Souche dérivée de CEN.PK113-7D, MATa, ura3-52  tps1::hisG (Guillou et al., 2004) JL Parrou 
(INSA Toulouse)
tps1* Souche dérivée de JF1476 Cette étude
Plasmides
pVTU102gw Vecteur de destination binaire E. coli/S. cerevisiae  ; promoteur constitutif ADH1 ; ura+, Ampr (Vernet et al., 1987)
pAM-PAT-P35S-GW-3xHA Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens  ; promoteur constitutif double 35S et utilisé 
pour la construction de fusions C-terminales 3xHA ; Cbr
L. Deslandes (LIPM-Toulouse)
pMDC32 Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens ; promoteur constitutif double 35S ; Kmr (Curtis and Grossniklaus, 2003)
pMDC43 Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens  ; promoteur constitutif double 35S et utilisé 
pour la construction de fusions N-terminales GFP ; Kmr
(Curtis and Grossniklaus, 2003)
pMDC83 Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens  ; promoteur constitutif double 35S et utilisé 
pour la construction de fusions C-terminales GFP ; Kmr
(Curtis and Grossniklaus, 2003)
pAM-mRFP::FrameA Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens  ; promoteur constitutif double 35S et utilisé 
pour la construction de fusions N-terminales mRFP ; Cbr
L. Deslandes (LIPM-Toulouse)
pAM-FrameB::mRFP Vecteur de destination binaire E. coli/A. tumefaciens  ; promoteur constitutif double 35S et utilisé 
pour la construction de fusions C-terminales mRFP ; Cbr
L. Deslandes (LIPM-Toulouse)
pNP90 Vecteur dérivé de pAM-FrameB::mRFP dans lequel le gène mRFP est en fusion traductionnelle et en 
aval du gène erd2  ; Cbr
N. Peeters (LIPM-Toulouse)
pSC266 Vecteur dérivé de pET-26b(+) utilisé pour la construction de fusions traductionnelles C-terminales 
CyaA' ; Kmr
S. Cunnac
pPR45 Plasmide dérivé de pXCSG-Strep (Witte et al. 2004) qui contient le gène GALA6  gene (Angot et al. 
2006)
P. Remigi (LIPM-Toulouse)
pGG7 Plasmide dérivé de pSC266 qui contient, en amont de cyaA',   les 509 paires de bases en amont de 
l'ATG de ripTPS  ainsi que les 249 paires de base à partir de l'ATG de ripTPS  ; Kmr
Cette étude
pAuA7 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène chimère ripTPS'-otsA' ; Cbr Cette étude
pAuA8 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène chimère otsA'-ripTPS' suivi d'un 
codon stop ; Cbr
Cette étude
pAuA9 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS du codon 79 au codon 
335 précédé d'un codon ATG ; Cbr
Cette étude
pAuA10 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS du codon 336 au codon 
557 précédé d'un codon ATG et suivi d'un codon stop ; Cbr
Cette étude
pMP1 Plasmide dérivé du pGEMT qui contient le gène ripTPS  dans son intégralité (du codon 1 au codon 
stop)
Cette étude
pMP2 Plasmide dérivé de pMP1 dans lequel l'interposon Ω est intégré au niveau du site EcoRI de ripTPS Cette étude
Tableau 8 suite. Tableau des souches et plasmides utilisés dans le 
chapitre 2 des résultats
Souche ou plasmide Génotypes ou caractéristiques Références
pMP21 Plasmide dérivé de pMDC83 dans lequel le gène gfp  est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
ripTPS  (codon 1 à 557) ; Kmr
Cette étude
pMP22 Plasmide dérivé de pAM-FrameB::mRFP dans lequel le gène mRFP  est en fusion traductionnelle 
avec et en aval de ripTPS  (codon 1 à 557) ; Cbr
Cette étude
pMP23 Plasmide dérivé de pMDC43 dans lequel le gène gfp  est en fusion traductionnelle avec et en amont 
de ripTPS  (codon 1 à 557) ; Kmr
Cette étude
pMP24 Plasmide dérivé de pAM-mRFP::FrameA dans lequel le gène mRFP  est en fusion traductionnelle 
avec et en amont de ripTPS  (codon 1 à 557) suivi d'un codon stop ; Cbr
Cette étude
pMP31 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène ripTPS dans son intégralité (codon 1 à 557) 
suivi d'un codon stop ; Ampr
Cette étude
pMP44 Plasmide dérivé de pMDC32 qui contient le gène ripTPS  du codon 1 au codon 86 suivi d'un cosdon 
stop ; Kmr
Cette étude
pMP50 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène ripTPS du codon 1 au codon 86 suivi d'un 
codon stop ; Ampr
Cette étude
pMP55 Plasmide dérivé de pMDC43 dans lequel le gène gfp  est en fusion traductionnelle avec et en amont 
de otsA (codon 1 à 474) suivi d'un codon stop ; Kmr
Cette étude
pMP57 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène otsA d'E. coli dans son intégralité (codon 1 à 
474) suivi d'un codon stop ; Ampr
Cette étude
pMP72 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS dans son intégralité 
(codon 1 à 557)  ; Cbr
Cette étude
pMP74 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène otsA d'E. coli (du codon 1 au 
codon 474) ; Cbr
Cette étude
pMP93 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans 
lequel le codon 154 TAC a été remplacé par le codon GTG ; Cbr
Cette étude
pMP94 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans 
lequel le codon 163 TGG a été remplacé par le codon AGC ; Cbr
Cette étude
pMP95 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans 
lequel le codon 208 GAC a été remplacé par le codon GGC ; Cbr
Cette étude
pMP96 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans lequel le codon 
154 TAC a été remplacé par le codon GTG ; Ampr
Cette étude
pMP97 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans lequel le codon 
163 TGG a été remplacé par le codon AGC ; Ampr
Cette étude
pMP98 Plasmide dérivé de pVTU102gw qui contient le gène ripTPS (codon 1 à 557) dans lequel le codon 
208 GAC a été remplacé par le codon GGC ; Ampr
Cette étude
pMP100 Plasmide dérivé de pAM-PAT-P35S-GW-3xHA qui contient le gène avrA de la souche Molk2 ; Cbr Cette étude
pMP104 Plasmide dérivé de pMP31 dans lequel le tag 3xHA est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
ripTPS  ; Ampr
Cette étude
pMP105 Plasmide dérivé de pMP96 dans lequel le tag 3xHA est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
ripTPS  ; Ampr
Cette étude
pMP106 Plasmide dérivé de pMP97 dans lequel le tag 3xHA est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
ripTPS  ; Ampr
Cette étude
pMP107 Plasmide dérivé de pMP98 dans lequel le tag 3xHA est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
ripTPS  ; Ampr
Cette étude
pMP108 Plasmide dérivé de pMP57 dans lequel le tag 3xHA est en fusion traductionnelle avec et en aval de 
otsA  ; Ampr
Cette étude
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de base azotée pour levure (yeast nitrogen base without amino acids sans acides 
aminés et sans ammonium sulfate – Difco). Ce milieu est tamponné à un pH de 4,8 
par l’addition de 14,6 g/l d’acide succinique et de 6 g/l de NaOH (Jules et al., 2005). 
Les cultures sont réalisées dans des erlenmeyers de 250 ml remplis à 20% de leur 
volume total et agitées à 200 rpm à 30°C.  
 
4.1.2 Matériel végétal et conditions de culture  
 
 Les plantes utilisées dans cette étude sont l'arabette (Arabidopsis thaliana 
Col0), la tomate (Lycopersicum esculentum cv. Supermarmande), l'aubergine 
(Solanum melongena cv. Zebrina), le géranium (Pelargonium maverick), Nicotiana 
tabacum cv. Bottom special, N. glutinosa, N. benthamiana.  
 Les graines d’A. thaliana sont semées sur des blocs de tourbe (Jiffy), 
stratifiées à 4°C pendant 3 jours puis cultivées en chambre de culture (22°C ; 
humidité relative de 50% ; 8h lumière/ 12h obscurité). Pour les croissances sur boîte, 
les graines sont stérilisées pendant 5 minutes par une solution contenant 9 volumes 
d’éthanol à 70° et 1 volume de javel pure. Elles sont ensuite semées sur milieu 
Murashige-Skoog (4,41 g/l ; pH 5,8 - ICN) supplémenté avec 30 g/l de saccharose, 
de la vitamine B5 et, 5mg/l de phosphinothricine. Pour les tests de croissance 
racinaire, elles sont semées sur de l'engrais solidifié composé de 2.5g/l d'engrais 
Peters (NPK 20/10/20 – Peters professional – Scotts Fertilizers) et de 10g/ de 
bactoagar. Les boîtes sont ensuite incubées à 4°C pendant 3 jours puis dans une 
salle de culture (20°C ; 16h lumière / 8h obscurité).  
 
4.2 Constructions génétiques 
 
4.2.1 Méthodes de biologie moléculaire 
  
Les méthodes standard de biologie moléculaire sont utilisées (Ausubel et al., 
1998), sauf indication contraire. Les plasmides sont introduits dans E. coli et A. 
tumefaciens par électroporation (Ausubel et al., 1998). Les levures sont transformées 
par la méthode au lithium acétate (Gietz et al., 1992). Les réactions de séquençage 
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sont réalisées à l’aide du BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing kit (Applied 
Biosystems) et sont analysées sur un séquenceur automatique à capillaires de type 
ABI3730. 
 
4.2.2 Clonage par la technologie gateway 
 
Tous les plasmides à l’exception de pGG7 et pMP104 à 108 sont construits 
grâce à la technologie Gateway (Invitrogen) selon les instructions du fabricant. Les 
produits PCR sont tout d’abord amplifiés avec des oligonucléotides spécifiques du 
gène à cloner puis avec les oligonucléotides universels attB1 et attB2. L’enzyme 
utilisée est l’ADN polymérase Platinium Pfx (Invitrogen) ou PfuUltra (Stratagène). Le 
produit PCR encadré des sites attB est ensuite recombiné dans le vecteur donneur 
pDONR 207 (Invitrogen) pour créer un vecteur d’entrée avec des sites attL. Cette 
réaction appelée BP est catalysée par l’intégrase du bactériophage λ (BP ClonaseTM 
enzyme mix - Invitogen). Les inserts clonés dans les vecteurs d’entrée sont 
séquencés puis recombinés dans les vecteurs destinataires au cours d’une réaction 
dite LR catalysée par l’intégrase et l’excisionase du bactériophage λ (LR ClonaseTM 
enzyme mix - Invitrogen).   
 
4.2.3 Génération des gènes mutants ripTPS et des gènes chimères 
ripTPS-otsA  
 
Les trois versions mutantes du gène ripTPS sont générées en utilisant un kit de 
mutagénèse dirigée (QuickChange XL Site-Directed Mutagenesis Kit) sur le vecteur 
d’entrée pMP15. Les couples d'oligonucléotides utilisés pour insérer les mutations 
TAC-154-GTG, TGG-163-AGC, GAC-208-GGC sont respectivement oMP45/46, 
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4.2.4 Construction des souches de R. solanacearum nécessaires au test 
de translocation 
 
 L’insert contenant la partie promotrice de ripTPS et ses 83 premiers codons 
(509pb en amont du codon d’initiation de la traduction et 249 pb en aval) est amplifié 
par PCR (Expand Long Template PCR System – Roche) puis cloné dans le pGEM-T 
(Promega). Il est ensuite introduit dans le plasmide pSC266 entre les sites HindIII et 
BglII pour générer le plasmide pGG7. Ce dernier est intégré dans le génome de R. 
solanacearum par un évènement de simple recombinaison homologue suite à une 
transformation naturelle.  
 
4.2.5 Construction du mutant GMI1000 ripTPS::Ω  
 
Le mutant de disruption GMI1000 ripTPS::Ω est généré en insérant la cassette Ω 
(Spcr) (Prentki and Krisch, 1984) dans la séquence codante du gène ripTPS (après 
la 473ème paire de bases) au niveau du site EcoRI. La construction ripTPS::Ω portée 
par pMP2 est ensuite introduite par transformation naturelle dans la souche GMI1000 
et intégrée dans son génome à l'issue d'un évènement de double recombinaison 
homologue afin d'obtenir la souche GRS432 .La structure du locus disrupté est 
vérifiée par Southern Blot. 
 
4.2.6 Intégration dé l'étiquette triple HA en 3’ des gènes clonés dans le    
vecteur pVTU102gw 
 
Afin d’intégrer une étiquette en 3’ des gènes clonés dans pVTU102gw, la souche 
de levure tps1* a été simultanément transformée avec (i) les plasmides pMP31, 
pMP96, pMP97 ou pMP98 préalablement digérés par XhoI et HindIII et (ii) un produit 
PCR comprenant les 72 dernières paires de base de ripTPS fusionnées aux 141 
paires de base de l'étiquette triple HA. Ce produit PCR avait été amplifié en utilisant 
pMP72 comme matrice et les oligonucléotides oMP55 et oMP57. Les transformants 
obtenus contiennent respectivement les plasmides pMP104, pMP105, pMP106 et 
pMP107. Un protocole similaire a été utilisé pour intégrer dans pMP57 une étiquette 
triple HA en 3’ de otsA ; la souche tps1* a ici été co-transformée par (i) pMP57 
linéarisé par XhoI et (ii) un produit PCR contenant les 83 dernières paires de base 
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d’otsA suivies d'un codon GGA puis des 141 paires de base de l'étiquette triple HA. 
Ce produit avait été obtenu par une PCR sur pMP74 avec les oligonucléotides 
oMP56 et oMP57. Le transformant obtenu contient le plasmide pMP108.  
 
4.2.7 Sélection de la perte du plasmide pMP31 
 
 Après 6 jours de culture en YNB(Fructose), les cellules tps1+pMP31 
(DO600~7) ayant poussé tardivement sont isolées sur milieu solide YNB(Fructose). 
Une colonie est mise en culture en YNB(Galactose) contenant de l’uracile pendant 4 
jours (DO600~8) puis étalées sur milieu solide YNB(Galactose) contenant de l’acide 5-
fluoro-orotique (FOA) à 5mM afin de sélectionner les cellules auxotrophes pour 
l’uracile c’est-à-dire les cellules ayant perdu le plasmide pMP31. La souche obtenue 
est appelée tps1*.   
 
4.3 Test de translocation par le SST3 
 
Le protocole du test de translocation basé sur l’activité adénylate cyclase de 
CyaA’ a déjà été décrit par Schechter et al. et Cunnac et al. (Cunnac et al., 2004b; 
Schechter et al., 2004). En résumé, les souches GMI1000 et GMI1694 contenant 
toutes deux pGG7 sont infiltrées dans le parenchyme foliaire de N. tabacum. Les 
échantillons foliaires sont prélevés 7 heures après l’infiltration et immédiatement 
congelés dans l’azote liquide. Les cellules végétales sont broyées à l’aide de billes 
de tungstène de 2 mm dans un broyeur (Retsch MM300) puis re-suspendues dans 
150 µl de tampon (Assay buffer ; kit Biotrack ; Amersham Pharmacia Biotech). Dans 
ces échantillons, les protéines totales solubles sont quantifiées par le réactif de 
Bradford (Sigma). Les niveaux d’AMPc sont mesurés avec le kit Biotrack (Amersham 
Pharmacia Biotech) selon les instructions du fabricant.   
 
4.4 Tests de pathogénie 
 
Les tests de pathogénie sont réalisés sur 24 plants de tomate âgés de 4 
semaines. Les plantes sont inoculées par arrosage avec des suspensions 
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bactériennes de 107 ou 108 CFU/ml puis incubées dans une chambre de culture à 
28°C (16 h lumière / 8 heures obscurité).  
Les tests sont aussi réalisés sur 6 plants de géranium de 8 semaines, 8 plants 
d’aubergine de 10 semaines et, au minimum, 32 plants d’A. thaliana âgées de 4 
semaines. Les plantes sont ici dans des pots en tourbe qui sont coupés au tiers 
inférieur avant l’inoculation, immergés durant 20 minutes dans la suspension 
bactérienne puis déposées sur du terreau (PROVEEN Substrate - RHP). Les 
arabettes sont alors incubées à 25°C (14h lumière / 10h obscurité) alors que les 
aubergines et les géraniums sont à 28°C (12h lumière / 8 h nuit). Le développement 
des symptômes est estimé quotidiennement en utilisant une échelle de notation de 
l’indice de maladie allant de 0 à 4 selon le pourcentage de feuilles flétries (0 = pas de 
flétrissement, 1 = 1 à 25%, 2 = 26 à 50%, 3 = 51 à 75%, 4 = 76 à 100%).  
 
4.5 Expression protéique 
 
4.5.1 Expression stable in planta  
 
Les transformations d’A. thaliana Col0 ont été réalisées en utilisant les 
souches d’A. tumefaciens GV3101::pMP90RK contenant les plasmides pMP72, 
pMP74, pMP93, pMP94 ou pMP95. Après une pré-culture, les agrobactéries sont 
cultivées dans 250 ml de milieu YEB avec les antibiotiques adéquats. Après 
centrifugation, elles sont mises en suspension dans une solution aqueuse contenant 
50g/l de saccharose et 100µl/l de Silwett, à une DO~1. Les hampes florales de 
chaque plante à transformer sont immergées 30 secondes dans cette solution, mises 
à sécher à température ambiante. Elles sont ensuite cultivées jusqu'à la production 
de graines. 
La graines sont semées sur du MS agar solidifié contenant 5mg/l de 
phosphinothricine. La présence des gènes ripTPS ou otsA est vérifiée par PCR sur 
les plantes de première génération T1. Les lignées de deuxième génération (T2) 
ayant une ségrégation correspondant à une insertion à un seul locus sont ensuite 
sélectionnées ; l’expression du transgène est alors vérifiée par Western Blot sur des 
prélèvements de 2 disques foliaires de 7 mm de diamètre. Pour les lignées MP72, 
seules les graines T3 homozygotes ou leurs descendantes ont été utilisées pour les 
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expériences. Pour les lignées MP74, les graines T3 ayant des insertions à plusieurs 
loci ont été employées.  
 
4.5.2 Expression transitoire in planta 
 
Après une culture de nuit en milieu LB contenant les sélections antibiotiques 
appropriées, les agrobactéries sont centrifugées à 4000 rpm puis re-suspendues 
dans du milieu d’infiltration (10 mM MgCl2, 10 mM acide 
morpholineethanesulfonique, 150 µM acétosyringone) et incubées pendant 2 heures 
à température ambiante. Les cellules à une DO de 0,4 sont alors infiltrées dans les 
feuilles des plantes du genre Nicotiana. Les plantes sont incubées dans des 
chambres de culture (21°C ; 16h lumière / 8h obscurité). Des prélèvements sont 
effectués entre 24 et 48 heures après l’infiltration afin d’être analysés en Western 
Blot. 
 
4.5.3 Localisation in planta  
 
Les feuilles transformées de N. benthamiana sont observées au microscope 
confocal (Leica Microsystems - Heidelberg). Les réglages du laser sont les suivants : 
488 nm à 37% de la puissance maximale et 543 nm à 100% de la puissance 
maximale. Le photomultiplicateur PMT1 est réglé en utilisant une fenêtre de 500 à 
530 nm afin de collecter la fluorescence GFP alors que le PMT2 est réglé en utilisant 
une fenêtre de 620 à 700 nm afin de détecter la fluorescence RFP.  
 
4.5.4 Détection des protéines exprimées chez la levure et in planta par 
Western Blot  
 
Préparation des échantillons végétaux 
Des prélèvements de 2 disques foliaires de 6 mm de diamètre sont réalisés sur les 
plantes exprimant, de manière stable ou transitoire, le transgène. Les échantillons 
sont congelés à -80°C. Les feuilles sont ensuite broyées par 2 billes de 3 mm dans 
un broyeur (Retsch MM300)  puis les échantillons sont homogénéisés dans du 
tampon Laemmli. DTT ; 5’ 95°C ; charger x µl sur gel d’acrylamide à 10%.  
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Préparation des échantillons de levure 
 Des cultures de 20 ml en YNB (Galactose) à une DO600~0,5 sont centrifugées 
pendant 5 minutes à 3000 g à 4°C. Le culot est repris dans du tampon de lyse de 
manière à avoir 2,5 ml de tampon par gramme de culot. Le tampon de lyse (Cell 
lysis-Pierce) est supplémenté par du DTT 5mM et des inhibiteurs de protéase 1x 
(Complete- Roche). Après une incubation de 30 minutes à 4°C, la suspension est 
centrifugée 10 minutes à 4°C à 13000 rpm. Le surnageant est dilué dans du tampon 
Laemmli DTT 200mM ; les échantillons sont dénaturés 3 minutes à 100°C et 20 µl 
sont déposés sur gel. 
 
Western blot   
Les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (Protran 
BA85 ; Whatman). Elles sont détectées soit (i) en utilisant un anticorps anti-HA 
couplé à la peroxydase à un ratio de dilution de 1/3000 (rat monoclonal antibody 
(clone 3F10) conjugated with peroxidase – Roche) soit (ii) en utilisant un anticorps 
anti-GFP (rabbit serum polyclonal anti-GFP – Invitrogen ; ratio 1/5000) puis un 
anticorps secondaire couplé à la peroxydase (Santa Cruz Biotechnology ; ratio 
1/10000). Les anticorps sont détectés par le substrat HRP chimioluminescent 
(Immobilon Western - Millipore).  
 
4.6 Dosage du tréhalose et du tréhalose-6-phosphate chez la levure 
 
4.6.1 Dosage du tréhalose et du T6P par chromatographie échangeuse 
d’anions 
 
Prélèvement des échantillons  
 Le T6P et le tréhalose sont dosés par chromatographie sur deux prélèvements 
effectués lors d’une culture en YNB(Galactose). Le premier prélèvement, d’un 
volume de 10 ml, est effectué en phase exponentielle (DO600 entre 1,1 et 1,4) après 
6 heures de culture ; le second, d’un volume de 5 ml, est réalisé après 24 heures de 
culture.   
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 Pour les expériences de pulse glucose, les levures sont cultivées en YNB 
(tréhalose) pendant 4 jours jusqu’à atteindre une DO600 minimale de 5. Avant chaque 
pulse, la culture est transférée dans un bain-marie à 30°C et agitée ; la DO600 de la 
culture est ajustée à une valeur d’environ 5 unités de DO et mesurée. Un premier 
prélèvement de 5 ml (soit environ 25 unités de DO) est effectué ; il correspond au t0. 
Le pulse glucose est réalisé en ajoutant, dans la culture, du glucose à la 
concentration finale de 20 g/l à partie d'une solution mère à 400 g/l. Des 
prélèvements de 5 ml sont effectués 1, 3, 5, 10 et 30 minutes après le pulse.   
 
Extraction et dosage des métabolites intracellulaires 
Les volumes de culture prélevés sont filtrés sur une membrane humidifiée de 
polyamide (pores de 0,45 µm ; Sartorius). Afin d’extraire les métabolites, le filtre est 
plongé dans un tube en polypropylène (Corning) contenant 5 ml d’une solution 
d’éthanol tamponnée (Hepes 10 mM, 75% éthanol, pH 7,1) ; le métabolisme 
cellulaire est arrêté par un passage à 80°C pendant 4 minutes. Le filtre est alors 
rincé par 1 ml d’éthanol absolu et retiré du tube. Le solvant est éliminé par 
évaporation rotative et les extraits sont repris dans 500 µl d’eau ultrapure.  
Les échantillons sont analysés en chromatographie échangeuse d’anions à 
haute performance couplée à une détection ampérométrique pulsée (HPAE-PAD) 
(Gonzalez et al., 1997; Loret et al., 2007). Les sucres simples (tréhalose) sont 
séparés sur une colonne CarboPac PA1 Guard (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) en 
utilisant un gradient isocratique à 18mM de NaOH. Les sucres phosphates sont 
séparés sur le même type de colonne en utilisant un gradient d’acétate de sodium 
contenant 50 mM de NaOH. La concentration d’acétate de sodium est initialement de 
75 mM ; elle augmente jusqu’à 100mM en 35 minutes puis 350 mM en 65 minutes et 
enfin 500mM en 75 minutes. La chromatographie est associée à une détection 
ampérométrique pulsée. Des éventuelles co-élutions sont identifiées par une 
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4.6.2 Dosage du tréhalose par le test de la glucose oxydase.  
 
Des échantillons cellulaires de 2 ml sont prélevés dans une culture en YNB 
(Galactose) ayant atteint une DO600 d’environ 5 et centrifugés 3 minutes à 4800 rpm 
dans des tubes eppendorf à bouchon à vis. Le culot est utilisé pour la détermination 
du niveau de tréhalose selon la méthode décrite dans (Parrou and Francois, 1997). 
Les cellules sont re-suspendues dans 0,25 ml de Na2CO3 0,25 M puis incubées à 
95°C pendant 4 heures. Le pH est ajusté à 5,2 par l’addition de 0,15 ml d’acide 
acétique 1 M et 0,6 ml de Na-acétate 0,2 M, pH 5,2.  La moitié de la suspension (500 
µl) est incubée pendant une nuit à 37°C avec 0,05 U/ml de tréhalase (Sigma Cat. No. 
T-8778) qui dégrade le tréhalose en glucose. Elle est ensuite centrifugée pendant 3’ 
à 4800 rpm. Le glucose est dosé grâce au kit glucose oxydase (GAGO-20 ; Sigma) ; 
20 µl de surnageant  (dilué si nécessaire dans de l’eau dé-ionisée) sont ajoutés à 
180 µl du réactif glucose oxydase et la réaction est arrêtée par l’addition de 200 µl de 
H2SO4 12 N. La DO540 est mesurée. Les valeurs de tréhalose sont données en 
équivalent glucose par unité de DO600 ; pour la souche sauvage CEN.PK113-7D dont 
sont issues les différentes souches de cette étude, une unité de DO600 correspond à 
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Grâce à l'identification du répertoire d'ET3 candidats de R. solanacearum 
GMI1000, des études fonctionnelles ont pu être développées afin d’affiner leur 
caractérisation, dans le but de comprendre leur fonction :  
(i) d’une part des approches quasi-systématiques d’étude de ces ET3 par 
perte (disruption génique) ou gain de fonction (expression in planta à l’aide du 
vecteur A. tumefaciens) afin d’identifier des contributions dans le développement des 
symptômes et/ou dans la détermination du spectre d'hôte, et  
(ii) à l'échelle moléculaire afin d'identifier leur mode d'action et leurs cibles 
dans les cellules végétales (notamment par la recherche d’interacteurs protéiques).  
Mes travaux de thèse ont permis d'identifier les deux ET3, AvrA et PopP1, qui 
déterminent le spectre d'hôte sur tabac en étant responsables de l'avirulence de la 
souche GMI1000 sur trois espèces du genre Nicotiana. D'autre part,  nous avons pu 
démontrer que l’effecteur RipTPS possède une activité enzymatique tréhalose-6-
phosphate synthase, activité encore non décrite dans la littérature pour un effecteur 
de pathogénie bactérien. Ces travaux nous ont amené à proposer que RipTPS est 
donc capable de synthétiser une molécule signal jouant un rôle clé dans la 
physiologie végétale. Nos travaux constituent la première connexion directe entre les 
effecteurs de pathogénie bactériens et le métabolisme des sucres de la cellule hôte 
si l’on excepte le cas du détournement du métabolisme végétal par Agrobacterium 
tumefaciens. En effet, A. tumefaciens induit la production de substrats spécifiques, 
dénommés opines, grâce au transfert du T-DNA par son système de sécrétion de 
type IV (pour revue : (Juhas et al., 2008)). 
 
 
Comment progresser dans la compréhension du rôle des ET3 ? 
 
De manière générale, les répertoires d'ET3 des bactéries phytopathogènes 
sont plus grands que ceux des bactéries pathogènes d'animaux. Parmi les bactéries 
phytopathogènes, R. solanacearum est à ce jour celle qui fait transiter le plus grand 
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nombre de substrats par le SST3. La signification biologique de cette surabondance 
est encore peu comprise mais on peut penser que cela permet à la bactérie de 
maintenir de nombreuses fonctions de virulence, d'élargir sa gamme d'hôtes et de 
pouvoir échapper à la reconnaissance des protéines R. On pourrait même envisager 
que certains effecteurs soient requis dans des périodes du cycle de vie de la bactérie 
autres que l’infection de plantes, telle que la phase saprophytique dans le sol par 
exemple.  
Au fur et à mesure de l'évolution, les bactéries acquièrent de nouveaux 
effecteurs pour sophistiquer leur stratégie infectieuse et élargir leur gamme d'hôtes. 
Ainsi, le grand nombre d'ET3 de R. solanacearum est peut-être à corréler avec son 
large spectre d'hôtes (i.e un grand potentiel adaptatif). D'autre part, les bactéries 
inactivent ou perdent certains ET3 pour ne pas être détectées par le système 
immunitaire végétal. Pour être les plus efficaces au cours du temps, les protéines R 
végétales doivent reconnaître des ET3 jouant un rôle important et ne pouvant être 
remplacés ; cela explique peut-être la large distribution des systèmes reconnaissant 
AvrA au sein du genre Nicotiana car cet ET3 est nécessaire à la pleine virulence de 
R. solanacearum sur d'autres hôtes (Poueymiro et al., 2009; Turner et al., 2009). On 
peut ici faire un parallèle entre la reconnaissance R/Avr et la reconnaissance 
PRR/MAMP ; cette dernière a du être sélectionnée au cours de l'évolution car les 
MAMP sont des molécules essentielles que les bactéries ne peuvent éliminer. Pour 
pouvoir échapper à la reconnaissance R/Avr, les bactéries doivent être capables de 
perdre un de leurs ET3 sans altérer leur capacité parasitaire. Cela pourrait expliquer 
pourquoi elles ont apparemment acquis des ET3 aux fonctions redondantes.  
 
Du fait de cette probable redondance, les simples mutants d'ET3 ne sont 
généralement  pas affectés dans leur capacité à provoquer la maladie sur plante 
sensible. A l'heure actuelle, nous n'avons pu mettre en évidence une contribution au 
pouvoir pathogène que pour certains d'entre eux (Figure 58). Les effecteurs AWR2 
ainsi que l'homologue de AvrPphD (RSp0304) participent au développement des 
symptômes sur tomate (Cunnac et al., 2004b). Un mutant dépourvu des 7 membres 
de la famille Gala est quant à lui affecté dans sa virulence sur Arabidopsis, et dans 
une moindre mesure sur tomate (Angot et al., 2006). L'effecteur Gala7 est essentiel à 
la pathogénie sur M. truncatula ; il permet d'élargir le spectre d'hôte de la souche 










































Figure 58. Mode d’action et participation des ET3 de R. solanacearum GMI1000 à l’ETS et à l’ETI.
Les ET3 pour lesquels nous disposons, à l’heure actuelle, d’indications concernant leur fonction biochimique, leurs cibles 
végétales ou leur participation à la virulence et à l’avirulence sont représentés. 
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manière importante à l'agressivité de R. solanacearum sur M. truncatula en 
participant activement aux phases précoces de l'infection (Turner et al., 2009).  
 D'autres ET3 au contraire réduisent la gamme d'hôtes. Ils sont reconnus par le 
système immunitaire de certaines plantes ; leur présence conduit à l'ETI et à la 
résistance des plantes (Figure 58). Certains ET3 réduisent le spectre d'hôtes à 
l'échelle de la sous-espèce. Ainsi, PopP1 est responsable de l'avirulence de la 
souche GMI1000 sur certaines lignées de pétunia et PopP2 est reconnu par 
l'écotype Nd-1 d'A. thaliana (Deslandes et al., 2003; Lavie et al., 2002). D'autres ET3 
réduisent plus largement le spectre d'hôtes, à l'échelle de l'espèce voire du genre : 
AvrA et PopP1 conduisent en effet conjointement à l'ETI sur trois espèces du genre 
Nicotiana (Poueymiro et al., 2009).   
 
L'absence de perte de virulence chez les simples mutants d'effecteurs pourrait 
être due au fait que plusieurs ET3 agissent sur le même processus ; l'absence de 
l'un d'entre eux ne suffirait pas à perdre la capacité à altérer ce processus. D'autre 
part, pour réussir à infecter la plante, les bactéries doivent probablement agir sur 
plusieurs fonctions végétales. Une question se pose alors : combien de cibles 
végétales les ET3 doivent-ils atteindre pour permettre la prolifération bactérienne ? 
On doit donc pouvoir diviser le répertoire d'ET3 en plusieurs sous-ensembles qui 
chacun perturbe une fonction. On peut imaginer que la perte totale d'un sous-
ensemble d'effecteurs diminue le pouvoir pathogène. C'est peut-être ce qui est 
observé chez le mutant dépourvu des sept membres de la famille Gala. Dans le cas 
des familles d'effecteurs, il est également possible que l'accomplissement de leur 
fonction soit dépendante de la quantité d'ET3 d'où leur présence en plusieurs 
exemplaires.   
 La génération de mutants multiples semble donc être un moyen d'étudier la 
contribution de plusieurs ET3 au pouvoir pathogène. Comment choisir, parmi les 74 
ET3 candidats de R. solanacearum GMI1000, des sous-ensembles d'ET3 à 
supprimer ? Une méthode possible consiste à exploiter nos connaissances sur la 
distribution et la conservation des ET3 au sein de l'espèce R. solanacearum. Cela a 
permis d'identifier un sous-ensemble de 14 ET3 présents dans la majorité des 
souches et dont les séquences protéiques sont très conservées entre souches (S. 
Genin, communication personnelle). On peut postuler que ce groupe d’effecteurs très 
conservés (dont fait partie RipTPS) comprend des ET3 nécessaires à toutes les 
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souches et donc réalisant des fonctions basales et essentielles au cours de 
l'infection. Il est possible que leur suppression affecte la virulence de la bactérie. Si 
l'on parvenait à créer une souche atténuée de R. solanacearum, cela pourrait 
également permettre, en y introduisant une mutation supplémentaire sur un gène 
codant pour un ET3, de mettre en évidence des différences de virulence que l'on ne 
peut pas observer chez la souche sauvage.  
 Enfin, on ne peut exclure que l'effet de la perte d'un seul ET3 ne soit 
observable que sur certaines plantes hôtes ou dans certaines conditions 
environnementales. Il est également possible que le caractère évalué, à savoir 
l'apparition des symptômes sur plante entière, ne soit pas suffisamment pertinent. Il 
faudra à l'avenir sophistiquer les méthodes d'évaluation du processus infectieux 
notamment en se plaçant à l'échelle microscopique. Cela a déjà porté ses fruits dans 
le pathosystème M. truncatula/R. solanacearum (Turner et al., 2009). Une manière 
de procéder serait aussi de mettre au point des pathosystèmes dans lesquels la 
vitesse d'apparition des symptômes est plus lente afin de pouvoir observer des 
différences subtiles de comportement entre deux souches. Une autre méthode en 
cours d'utilisation au laboratoire est inspirée de travaux menés chez P. syringae 
(Macho et al., 2007). Il s'agit de la co-inoculation de deux souches dans une même 
plante et la comparaison de la multiplication de ces deux souches afin de déterminer 
la compétitivité d’une souche par rapport à l’autre dans un même environnement ; 
cela permet de s'affranchir de la variabilité de réponse entre individus infectés, et 
donne déjà des résultats prometteurs.  
 
 
Un des enjeux de la recherche sur les ET3 est de comprendre comment ils 
agissent dans les cellules végétales afin de promouvoir la croissance de R. 
solanacearum. Sur quelles voies s'exerce leur action ? Quels en sont les 
conséquences sur la physiologie végétale ?  
La réponse à cette question devra passer par l'identification des fonctions 
biochimiques d'un plus grand nombre d'ET3. Cette tâche est rendue difficile par le 
fait que plus de la moitié des ET3 de R. solanacearum  ne présente aucune 
homologie avec des protéines de fonction connue. Une manière d'aborder ce 
problème serait de déterminer leur structure tridimensionnelle. En effet, l'identification 
d'homologues structuraux permettrait d'émettre des hypothèses sur leur fonction. 
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Cela a notamment permis de révéler l'homologie de AvrPtoB à des E3-ubiquitine 
ligases (Janjusevic et al., 2006). Cela permettrait également d'identifier la présence 
de sites catalytiques putatifs et d'orienter le choix de tests d'activités enzymatiques à 
réaliser.  
Un autre point clé dans la compréhension du rôle des ET3 est l'identification 
de leurs cibles moléculaires végétales et de leur action sur ces cibles. Différentes 
approches fonctionnelles comme les cribles double hybride ont déjà permis 
d'apporter des éléments de réponse (Figure 58). Mes travaux sur RipTPS montrent 
cependant que l’action des ET3 procède parfois par des activités enzymatiques qui 
ne sont pas forcément dépendantes d’interactions type protéine-protéine ; elle ne 
peut alors pas être appréhendée par des approches "classiques", biochimiques ou 
moléculaires, de recherche d’interacteurs protéiques. Comme nous l’avons vu dans 
l’introduction, les ET3 peuvent interagir directement avec l’ADN (Kay et al., 2007) et 
l’on peut très bien imaginer qu’à l’avenir des interactions directes avec l’ARN, des 




Pour conclure, quelles avancées peut-on attendre du développement de ces 
travaux ? Il est trop tôt pour savoir si la connaissance des cibles végétales des 
effecteurs de pathogénie bactériens aura un impact biotechnologique immédiat, mais 
il est raisonnable d’envisager que les connaissances fondamentales sur les bases 
moléculaires de la sensibilité des plantes aux pathogènes devraient permettre à 
terme de concevoir de nouvelles stratégies de lutte complémentaires à la sélection et 
l’introgression de nouveaux gènes de résistance. Il est certain par ailleurs que ces 
recherches auront également un impact fort sur l’étude et la compréhension de 
certains processus cellulaires fondamentaux des cellules végétales. La découverte 
que R. solanacearum exploite probablement une signalisation cellulaire médiée par 
le tréhalose-6-phosphate chez les plantes en est une bonne illustration et souligne 
par conséquent l’importance de cette molécule signal pour le métabolisme cellulaire. 
Dans leur ensemble, ces effecteurs bactériens peuvent en effet être considérés 
comme des signaux hautement spécifiques, ayant pour cibles des acteurs précis de 
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La bactérie phytopathogène R. solanacearum est l'agent causal du flétrissement 
bactérien. Les effecteurs de type III sont des protéines injectées par la bactérie dans 
le cytoplasme végétal et essentielles au pouvoir pathogène mais certains peuvent 
être reconnus par les plantes ce qui conduit à la résistance végétale. Nous avons 
identifié deux effecteurs, AvrA et PopP1 qui limitent le spectre d’hôte de R. 
solanacearum GMI1000 sur trois espèces de tabac. Nous avons aussi pu démontrer 
l'activité enzymatique tréhalose-6-phosphate synthase (TPS) de l'effecteur RipTPS 
(pour Ralstonia injected protein TPS). Le tréhalose-6-phosphate étant une molécule 
signal qui régule notamment le métabolisme des sucres chez les plantes, il est 
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